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RÉSUMÉ
Les récepteurs à l’endothéline-l (ET-1), ETA et ETB, forment des complexes
récepteur—ligand fermement liés, ce qui complique notre compréhension des propriétés de
ces récepteurs. Quoique des études à l’aide de ligands radio-marqués aient démontré que
la liaison de l’ET-l au récepteur ETA soit essentiellement irréversible, l’ETA est
internalisé de façon dépendante de son ligand, il relâche l’ET-l pour être ensuite recyclé
à la surface cellulaire. L’acide salicylique (AS) réduit la liaison de l’ET-l (1C = 5-10
mM) au récepteur ETA recombinant sur membrane isolée en favorisant la dissociation de
l’[’I JET-1. Dans cette étude, l’AS (5 mM) n’a pas affecté la liaison de [‘1JET-1 à des
myocytes ventriculaires intacts de rats. Le manque d’effet n’était pas dû à
I’internalisation des complexes récepteur—ligand. Cependant, 100 mM d’AS a réduit de
façon significative la liaison de [“5IJET-1 aux myocytes intacts de même qu’aux
membranes isolées. L’AS a induit la phosphorylation de la MAP kinase p42144 ERK
ainsi que d’une protéine de 40-kDa non identifiée, sur le motif d’activation
thréonine—acide glutamique—tyrosine (T-E-Y). La phosphorylation de ERK a été réduite
par l’inhibiteur de MEK, PD98059. La phosphorylation de p40 a été réduite par le
S3203580, un inhibiteur de la MÀP kinase p38, mais pas par le PD98059. Cependant,
l’inhibition des MAP kinases ERK et p38 n’a pas affecté la capacité de l’AS 100 mM
d’induire la dissociation de l’[’I]ET-1. Ces résultats suggèrent que, dans le myocyte
ventriculaire, l’acide salicylique affecte les cinétiques de liaison de l’ET-l et suggèrent la
présence possible d’un site de liaison allostérique qui module la dissociation des
complexes ligand—récepteur impliquant l’ET-l en réponse à un médiateur encore
inconnu.




Endothelin-1 (ET-1) receptors, ETA and ETB, form tight receptor—ligand complexes that
complicate our understanding of the properties of these receptors. Although
radioligand—binding studies have demonstrated the binding of ET-1 to ETA to be
essentially irreversible, ETA internalize in a ligand-dependent manner, release ET-1, and
then recycle to the celi surface. Salicylic acid (SA) reduces ET-1 binding (IC = 5-10
mM) to recombinant ETA in isolated membranes by promoting dissociation of [I]ET-1.
In the present study, SA (5 mM) did flot alter [‘1JET-1 binding to intact aduit rat
ventricular myocytes. The Jack of effect was not due to intemalization of receptor—ligand
complexes. However, 100 mM SA significantly reduced [‘251]ET-1 binding to both intact
myocytes and isolated membranes. SA induced the phosphorylation p42/44 extracellular
signal-regulated kinase (ERK) mitogen-activated protein (MAP) kinase and an
unidentified 40-kDa protein on the activating threonine-glutamic acid-tyrosine (T-E-Y)
motif. ERK phosphorylation was reduced by a MAP kinase kinase (MEK) inhibitor,
PD9$059. Phosphorylation of p4.O was reduced by the p38 MAP kinase inhibitor
SB2035$0, but not PD98059. However, inhibition of ERK or p38 MAP kinases did flot
alter the ability of 100 mM SA to induce dissociation of [I1ET-1. These results suggest
that, in the ventricular myocyte, salicylic acid alters the kinetics of ET-1 bïnding. The
resuits also suggest an allosteric binding site may be present that modulates the
dissociation of ET-1 receptor—ligand complexes in response to an as-of-yet unidentified
mediator.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION ET REVUE DE LA LITTÉRATURE
2I - INTRODUCTION
Les travées myocardiques (constituées par l’enfilade solidaire et anastomosée des
cellules cardiaques) s’insèrent (comme des rubans) par leurs extrémités à un anneau
fibreux (ou « charpente fibreuse » ou « squelette fibreux ») situé horizontalement sur
l’organe au niveau des orifices valvulaires et des troncs de l’aorte et de l’artère
pulmonaire, il existe donc en fait quatre anneaux fibreux associés (Alberts, 1995). Les
masses musculaires des chambres cardiaques s’insèrent sur ces anneatix permettant de
décrire des contingents indépendants pour chaque oreillette et chaque ventricule ainsi que
des contingents communs aux deux oreillettes et aux deux ventricules. Les travées
myocardiques donnent ainsi l’image d’une entité contractile qui décrit un mouvement
d’encorbellement (de saillie c’est à dire un mouvement en forme de voûte) autour des
cavités cardiaques (Alberts, 1995 ; Bergman et al., 1996).
Les trois tuniques cardiaques sont successivement, à partir de la lumière,





Figure 1 : Une présentation schématique des trois tuniques cardiaques: l’endocarde, te
myocarde et l’épicarde.
3I - L’ENDOCARDE
L’endocarde tapisse tes cavités cardiaques, les valves et les cordages. II comporte
un endothélium (épithélium pavimenteux simple) en continuité avec celui des gros
vaisseaux caves, pulmonaires et aortique ; il est associé par l’intermédiaire de sa lame
basale à une couche sous-endothéliale de tissu fibro-élastïque auquel se mêlent des
cellules musculaires lisses. Au niveau des cordages et des valves, il est au contact d’un
tissu conjonctif dense, tandis qu’au niveau des cavités il est séparé du myocarde par une
couche sous-endocardique de tissu conjonctif lâche bien vascularisé renfermant des fibres
nerveuses, des vaisseaux sanguins de petit calibre et dans les ventricules les ramifications








Figure 2: Une présentation schématique de l’endocarde.
4II - LE MYOCARDE
Le myocarde constitue l’origine fondamentale de la paroi cardiaque. Il est plus
épais là où les pressions sont plus fortes, ventricules plus qu’oreillettes et ventricule
gauche encore plus que ventricule droit. Le myocarde est organisé sous forme de travées
myocardiques constituées de cellules musculaires cardiaques (myocytes). Ces cellules
sont liées l’une à l’autre par leurs extrémités ; entre ces travées, le tissu conjonctif est
riche en capillaires sanguins et lymphatiques ainsi qu’en fibres nerveuses. Il existe trois
variétés de cardiomyocytes : les cardiomyocytes contractiles, les cellules myoendocrines
et les cellules cardionectrices (Alberts, 1995 ; Bergman et al., 1996 ; Cross et aÏ., 1995).
Les cellules du système cardionecteur sont organisées en « noeuds » (cellules
nodales constituant le noeud auriculaire et le noeud atrio-ventriculaire) et en « faisceaux ».
Le noeud auriculaire est responsable du rythme sinusal. Ce noeud est relié au noeud
auriculo-ventriculaire par trois faisceaux de connexion intemodaux l’influx est conduit
ainsi par les cardiomyocytes contractiles, mais il reste « bloqué » par le tissu conjonctif
de l’anneau fibreux de coeur: Le passage de l’influx des oreillettes vers les ventricules ne
peut donc se faire que par perforation anatomique de l’anneau fibreux. C’est le tronc du
faisceau de Ris, issu du noeud auriculo-ventriculaire qui joue ce rôle. Il se divise ensuite
en deux branches principales puis se ramifie dans l’ensemble des parois ventriculaires en






















tll1 ilfrf (J •
c%ocyte
I W’1!Vi1i t
Figure 3: Une présentation schématique du myocarde.
III - L’ÉPICARDE
Uépicarde tapisse l’extérieur dti coeur et est en fait le feuillet viscéral de la séreuse
péricardique qui se réfléchit ensuite au niveau des gros troncs artériels pour se continuer
par le fetiillet pariétal (médiastinal) du péricarde. Il est donc constitué d’un mésothélium
(épithélium pavimenteux simple) reposant par l’intermédiaire de sa lame basale sur une
couche sous-mésothéliale conjonctive comportant en particulier des fibres élastiques.
L’épicarde reste séparé du myocarde par une couche sous-épicardique où l’on observe
une paisse couche de tissu adipeux, des nerfs et les vaisseaux coronaires (artères et veines








IV - LES CARDIOMYOCYTES
Les oreillettes et les ventricules du coeur sont composés d’un grand nombre de
cellules. Les cardiomyocytes sont des cellules allongées reliées entre elles par des
jonctions intercellulaires. Les battements cardiaques et leur rythme sont déterminés par
l’activité intrinsèque des cardiomyocytes du noeud sino-auriculaire. En effet, les
cardiomyocytes sont facilement excitables ; leur dépolarisation et repolarisation
rythmique est indépendante du système nerveux. Le système nerveux végétatif exerce
toutefois une influence sur le rythme des contractions : schématiqtiement, le
parasympathique (acétylcholine) ralentit le coeur alors que le sympathique (noradrénaline)
l’accélère (Alberts, 1995; Bergman et al., 1996; Cross et al., 1995; Dadoune, 1990).
Les cardiomyocytes sont entourés par un riche réseau de vaisseaux sanguins et sont
enrobés dans une matrice de tissu conjonctif. Dans cette matrice, sont également présents
des nerfs, des vaisseaux lymphatiques ainsi que des cellules interstitielles telles que des
Figure 4: Une présentation schématique de l’épicarde
7cellules inflammatoires, des fibroblastes, des péricytes et des cellules mésenchymateuses
non différenciées. On peut donc schématiquement séparer le tissu cardiaque en deux
compartiments un compartiment cardiomyocytaire responsable de la fonction contractile
et un compartiment interstitiel de soutien (Alberts, 1995; Bergman et al., 1996; Cross et




Figure 5 : Photo en microscopie confocale d’un cardiomyocyte.
Les cardiomyocytes sont cylindriques, de 80 à 100 pm de long et 10-15 tm
d’épaisseur. Ils contiennent un ou deux noyaux oblongs centrés dans la cellule. Leurs
extrémités ont un aspect en escalier qui correspond aux disques intercalaires (Alberts,
1995; Dadoune, 1990). 11 s’agit de jonctions intermyocytaires (voir figure 5). La
membrane plasmique des cardiomyocytes est caractérisée par des invaginations tubulaires
formant le système T. Ce système d’invagination permet un contact plus direct entre le
milieu extracellulaire et les régions profondes de la cellule, plus précisément avec le
réticulum sarcoplasmique, et permet le couplage “excitation-contraction” du myocarde
ventriculaire (Alberts, 1995; Dadoune, 1990). Les filaments contractiles occupent 50% du
cytoplasme des cardiomyocytes. La matrice interfibrillaire est composée de
8mitochondries, de réticulum sarcoplasmïque et des tubules T, et de particules de
glycogène. Les myofibrilles sont des éléments contractiles agencés de façon extrêmement
ordonnée. Une périodicité claire peut être observée en microscopie optique: des bandes
sombres, anisotropiques dites bandes A et des bandes claires moins anisotropiques dites
bandes I. Les bandes I sont traversées par une zone large et sombre, la strie Z. L’ensemble
des éléments contractiles entre deux stries Z consécutives constitue le sarcomère. Celui-
ci est l’unité contractile du muscle cardiaque. Les myofibrilles constituant le sarcomère
sont majoritairement la myosine et l’actine (Alberts, 1995; Gartner et al., 1997).
Ces cellules constituent de 70 à 80% de la masse du coeur adulte. Les myocytes du
ventricule adulte ont été utilisées pour délinéer la signalisation des récepteurs couplés aux
protéines G qui règlent la mobilité du calcium à l’intérieur de la cellule et le processus de
contraction (Alberts, 1995; Gartner et al., 1997). Cependant, ces cellules sont moins
utiles pour examiner la croissance cellulaire et la plupart des études sur l’hypertrophie des
cardiomyocytes ont utilisé des myocytes néo-nataux en culture primaire. Pendant le
remodelage cardiaque, l’hypertrophie des cardiomyocytes cause une augmentation dans la
masse cardiaque accompagnée d’un agrandissement de la taille des cellules, une
surproduction des protéines contractiles comme la chaîne lourde de myosine, et aussi
l’expression des gènes embryonnaires comme les gènes codant pour les facteurs
natriuretiques (ANF) (Alberts, 1995; Bergman et al., 1996; Cross et al., 1995; Dadoune,
1990).
Les ventricules cardiaques sont constitués de différents types cellulaires remplissant
chacun une fonction précise. Lorsqu’un travail supplémentaire est demandé au coeur ou
lorsqu’un stimulus est délivré (hormone, facteur de croissance, etc...), les cellules y
répondent différemment selon leur type. On parle de réponse inadéquate et donc
pathologique, lorsque la réponse des cellules entraîne un remodelage du myocarde
conduisant à terme à une perte des performances cardiaques. Ainsi, ne pourra-t-on pas
parler de processus pathologique chez le sportif dont le muscle cardiaque s’hypertrophie
en réponse à une demande accrue de son organisme. Cette hypertrophie est une réponse
physiologique qui tend à augmenter les performances cardiaques (Alberts, 1995;
Bergman et al., 1996; Cross et al., 1995; Dadoune, 1990).
9V - L’HYPERTROPHIE
L’hypertrophie cardiaque est un processus physiologique adaptatif qui arrive en
réponse à des stimuli extracellulaires, tels que le stress mécanique, la stimulation par les
agonistes des RCPG, les facteurs de croissance ou les cytokines. En effet, l’hypertrophie
cardiaque est causée par l’augmentation de la tension hémodynamique suite à la
surcharge de pression et de volume de cet organe. Ceci est caractérisé par des
changements dans la structure et le contenu des cellules musculaires du coeur et de
vaisseaux sanguins. L’endommagement des cellules produit suite à l’hypertrophie est la
conséquence du processus de remodelage qui implique les deux types majeurs de cellules
du coeur : les cardiomyocytes et les fibroblastes (Bueno et al., 2000; Cooper, 1997). Les
cardiomyocytes sont différenciés à partir des cellules souches qui sont responsables de la
réponse contractile du coeur par l’activation des RCPGs. En effet, la stimulation soutenue
de RCPGs telle que celle produite par les récepteurs adrénergiques, l’ET-l et
l’angiotensine II (Angli), aboutie souvent à l’hypertrophie cardiaque. Ceci due au fait que
ces agents mènent à la croissance cellulaire et à l’accumulation de la matrice
extracellulaire (Bueno et al., 2000).
En plus des ses effets vasoactifs, l’ET-l cause l’hypertrophie des myocytes
cardiaques isolés. En 1990, il a été montré pour la première fois que l’ET-l peut agir
directement sur les myocytes cardiaques des cellules différenciées et qui expriment
principalement I’ETA — en causant l’hypertrophie (Bueno et al., 2000; Shubeita et aï.,
1990; Sugden et al., 1998a). Les myocytes exposés à l’ET-l développent la
myofibrillogène et montrent une dysfonction dans le modèle d’expression des gènes. Ceci
est aussi accompagné par des phénotypes qui sont normalement associés au processus
hypertrophique (Sugden et al., 1998a), tels que (1) l’augmentation du volume cellulaire
des myocytes et le contenue en protéines en absence du phénomène de division cellulaire,
(2) l’expression précoce mais transitoire des facteurs de transcription qui appartiennent à
la famille IEG (Immediate Early Gene) comme c-jun et c-fos (3) l’expression précoce et
permanente du peptide natriuretique de type B, (4) la re-expression des gènes fétaux et
des protéines correspondantes, comme la protéine a-actine de muscle squelettique et la
chaîne lourde de la f3-myosine et (5) finalement, la surexpression des gènes constitutifs
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tels que la chaîne légère de la myosine ventriculaire, l’a-actine de muscle cardiaque et les
canaux d’échange NafK4. Il est aussi connu que l’ET-l augmente la contractilité
cardiaque. Il est fortement possible que la réponse hypertrophique produite par l’ET-l
soit transmise par cette action. De plus, en agissant de façon autocrine ou paracrine, ET-1
peut transmettre la réponse hypertrophique produite par l’AngII ou par le stress
mécanique dans les myocytes en culture primaire (Ito et al., 1993; Sugden et al., 1998a;
Yamazaki et al., 1996).
VI- L’ENDOTHÉLINE
L’endothéline (ET) est un polypeptide formé d’une chaîne de 21 acides aminés avec
deux ponts disulfures reliant des molécules de cystéine (figure 6). Elle a été purifiée et
séquencée la première fois en 1988 à partir des cellules endothéliales de l’aorte de porc,
par une équipe d’investigateurs Japonais (Mayes, 2003; Yanagisawa et al., 1988). On
distingue l’ET-l, ET-2 et ET-3 qui se diffèrent par certains de leurs acides aminés. Ces
isoformes ressemblent toutes à la sarafotoxine, un puissant vasoconstricteur contenu
dans le venin de serpent (Masaki, 1998; Mayes, 2003; Okada et al., 2002). L’ET-l, ET-2
et ET-3 sont exprimées à partir du même gène avec des localisations tissulaires et des
fonctions spécifiques à chaque isoforme (moue et al., 1989a; Mayes, 2003). L’ET a été
trouvée dans le système cardio-vasculaire, respiratoire, gastro-intestinal, endocrine,
urogénital, et les systèmes nerveux centraux, de même que dans le rein (Mayes, 2003;
Oldroyd et al., 2000; Rubanyi et al., 1994; Simonson et al., 1990).
L’ET-l est synthétisée et relachée à partir des cellules endothéliales vers la
circulation sanguine. La concentration plasmatïque de l’ET-l est très basse (1 fmole’hl)
avec une courte demi-vie, moindre que sept minutes (D’Orleans-Juste et al., 2002; Levin,
1995; Okada et al., 2002; Oldroyd et al., 2000; Ortega Mateo et al., 1997; Simonson et
al., 1990). Ceci suggère que l’ET-l ne sert pas d’hormone endocrine, mais agirait plutôt
au niveau local; paracrine sur les cellules musculaires sous-jacentes et autocrine sur les
cellules endothéliales elles-mêmes (Gratton et al., 1997; Mawji et al., 2003; Mayes,
2003; Oldroyd et al., 2000; Simonson et al., 1990; Wanecek et al., 2000). L’ET-l est
aussi exprimée par les cellules épithéliales, les cellules de la moelle osseuse, les
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macrophages, les leucocytes, les cardiomyocytes, et les fibroblastes (Mayes, 2003;
Rubanyi et al., 1994; Teder et al., 2000). L’ET-l est l’isoforme fonctionnelle la plus
abondante de cette protéine (Levin, 1995; Mayes, 2003). L’ET-l joue plusieurs rôles
physiologiques essentiels aux plans développementaux. Elle agit comme régulatrice dans
la physiologie normale, y compris I ‘homeostasie cardio-vasculaire, l’équilibre du sel et de
l’eau, et le développement du système respiratoire (Mayes, 2003; McCulloch et al., 1996;
Michel et al., 2001). L’ET-l est aussi considérée comme médiateur pathologique avec
plusieurs effets nuisibles, y compris la vasoconstriction, la fibrose, l’hypertrophie
vasculaire, et l’inflammation.
Cependant, aucune fonction physiologique n’a été identifiée pour l’ET-2, alors que
I’ET-3, qui est abondante dans le tissu cérébral, peut être la responsable de ta fonction
neuronale de l’endotheline (D’Orleans-Juste et al., 2002; Mayes, 2003; Modesti et al.,
1999).
L’ET-l est un peptide vasoactif très puissant qui reconnaît son RCPG (ETA et
ETB) en déclenchant la cascade de signalisation de phospholipase C (Davenpot et al.,
1993; Yanagisawa et al., 198$). Une des propriétés les plus importantes de l’ET-l est sa
capacité à lier son récepteur de façon presque irréversible (Waggoner et al., 1992). La
liaison quasi-irréversible de l’ET-l a plusieurs implications et conséquences
pharmacologiques qui ont été récemment mises au point. Cette liaison de l’Er-l a été
proposée comme étant responsable de l’action prolongée de l’injection d’une faible
quantité de cette drogue. En effet, l’administration d’une faible quantité d’ET-l produit
une réponse biphasique; une vasoconstriction
— résultant de l’action autocrine de la
protéine
— suivie par une réponse vasodilatatrice
— résultant de l’action paracrine de l’ET
1. Ceci peut être causé par la liaison quasi-irréversible de l’ET-l sur l’ETR. Une autre
conséquence à la liaison prolongée de l’ET-l est que le niveau circulant de l’ET-l ne
représente pas la vraie quantité de celle protéine dans les tissus (ferrari et al., 1998).
Finalement, la forte affinité envers son récepteur limite l’accès et la compétition des
antagonistes de l’ET-l aux récepteurs. En effet, la liaison de l’ET-l sur son site
spécifique empêche l’accès de l’antagoniste jusqu’à ce que l’ET-l quitte le site et
permette à l’antagoniste d’occuper des sites récemment accessibles (Talbodec et al.,
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2000). Ce simple fait peut être la cause de l’utilité limitée des antagonistes contre l’action
de l’ET-l endogène.
VI.1
- LA SYNTHÈSE DE L’ET-l
Les trois isoformes de l’endotliéline sont exprimées à partir de trois gènes différents
et leur niveau d’expression est régulé au niveau de la transcription de l’ARNm (moue et
al., 1989b; Russeli et at., 1999; Wanecek et al., 2000). Le premier transcrit est un peptide
de 212 a.a. appelé la prépro-ET-1. Ce peptide est clivé sur deux sites basiques (Lys52-
Arg et Arg90-Arg91) par une endopeptidase pour donner un autre peptide intermédiaire
de 38 a.a. appelé la pro ET-1. Cette étape peut être régulée par la pro-protéine convertase,
une furine intervenant dans la voie de sécrétion constitutive de la protéine. La pro ET-1
est biologiquement moins active (z140 fois) que l’ET-l qui se trouve dans la circulation.
Pour générer cette forme mature (21 aa) la pro-hormone (pro ET-1) est finalement coupée
par une métalloprotéase, l’enzyme de conversion de l’Ef-l (ECE-1), sur le site Trp21-
Val22 dans la portion Cr (figure 6) (Goraca, 2002; Hunley et aÏ., 2001; Krum et al., 2001;



















Figure 6: La voie de biosynthèse et la séquence péptidique de l’ET-l.
Les ECEs font partie de la famille des métalloprotéases contenant un atome de zinc
(Goraca, 2002; Rubanyi et aL, 1994; Wanecek et al., 2000). L’ECE- I se trouve dans la
majorité des cellules à l’exception des cellules neuronales et des cellules gliales. Cette
enzyme montre une activité optimale à un p11 neutre ce qui explique sa présence sur les
membranes cellulaires internes et externes. L’activité de l’ECE-l est inhibée par le
phosphoramidon et par l’inhibiteur de NEP 24.11 [Neutral (metallo) endopeptidasel.
L’isoforme-2 de celle enzyme (ECE-2) participe aussi à la maturation de l’ET-l et son
activité est inhibée par les mêmes inhibiteurs. Cette dernière isoforme se trouve en
abondance dans le tissu neuronal (Krum et aÏ., 2001; Rubanyi et al., 1994). Les deux
enzymes ECE1!2 sont classifiées parmi les protéines membranaires et la majorité de la
pro ET-1 est convertie en ET-1 au cours du processus de sécrétion, dans les vésicules de
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Golgi (Rubanyi et al., 1994; Schiffrin et al., 1998). Plusieurs évidences suggèrent que la
libération de l’ET-l se produit du côté abluminal de la membrane cellulaire, facilitant
ainsi l’action directe sur les cellules musculaires (Wagner et al., 1992).
À cause de leur importance dans le processus de la synthèse, l’enzyme de
conversion occupe une place considérable en recherche. Plusieurs études s’intéressent
aux mécanismes de régulation de ces enzymes afin de comprendre les mécanismes
impliqués dans la régulation de la synthèse de l’ET-l (Krum et al., 2001; Schiffrin et al.,
1998).
VI.2 - L’ET-l ET LE CARDIOMYOCYTE
L’hypertrophie cardiaque est une cause majeure des maladies cardiaques, telles que
l’infarctus du myocarde et les arythmies cardiaques. C’est une réponse adaptative qui
arrive quand le myocyte cardiaque est continuellement exposé à des stimuli externes tels
qu’une surcharge hémodynamique et1ou une augmentation des facteurs neurohormonaux
(D’Orleans-Juste et al., 2002; Ito et al., 1993; Sugden et al., 1998b; Yamazaki et al.,
1996). Plusieurs évidences suggèrent que certains agonistes à RCPGQ1, dont l’EF-l,
l’AngII et les agonistes des récepteurs al-adrénérgiques, produisent une réponse
hypertrophique dans cardiomyocytes néo-nataux en culture. De plus, certaines études
portant sur des souris transgéniques surexprimant la protéine G ont demontré qu’elles
pouvaient développer l’hypertrophie du myocarde. Ces données suggèrent que les
facteurs mentionnés précédement provoquent l’inhibition controversée des signaux des
Gaq via Gai. De même, au niveau du cardiomyocyte, les antagonistes du récepteur à l’ET
1 bloquent la capacité du stress et de la norepinéphrine à induire la réponse
hypertrophique. Ajoutant à ces données les résultats de Suzuki et ai, (1993) qui suggèrent
que le cardiomyocyte est capable de produire et de sécréter l’ET-l. Toutes ces évidences
confirment que t’ET-l agit de façon autocrine/paracrine, probablement sur les
cardiomyocytes, pour aboutir à l’hypertrophie cardiaque.
Au niveau des cardiomyocytes, l’ET-l déclenche les trois voies classiques de
signalisation ; la voie menant à l’activation des protéines ERK1/2 (Extracellular Signal
Regulated Kinase 1/2), JNK ( c-Jun N-terminal Kinase) et p38 MAPK (Sugden et al.,
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199$a; Sugden et al., 199$b). Récemment une nouvelle cascade de signalisation était
mise en évidence dans le cardiomyocyte; c’est la voie de signalisation menant à
l’activation de ERK5. L’activation de cette dernière voie mène à l’hypertrophie du
cardiomyocyte (Nakamuta et al., 1991; Nicol et al., 2001), mais le mécanisme exact n’est
pas encore bien identifié.
Dans les cardiomyocytes néonataux, l’activation des protéines ERK1/2 par l’ET-l
est stoechiométrique (c’est à dire que la totalité de la protéine ERK est activée suite à la
stimulation par I’ET-l) (Bogoyevitch et al., 1994; Bogoyevitch et aï., 1993; Chiou et al.,
2000; Clerk et al., 2001). Au répos, la cellule contient une concentration définie avec un
niveau basal d’activation de la protéine ERK 1/2 (EC5O est d’ordre de nanomolaire). Suite
à une stimulation extra-cellulaire, ERK MAPK est activée de façon rapide et transitoire.
(Bogoyevitch et al., 1993; Chiou et al., 2000; Clerk et al., 2001). Cette activation est
maximale à 3 - 5 minutes suivant la stimulation, et retourne au niveau basal après environ
12 heures (Bogoyevitch et al., 1993; Sugden et al., 199$a). De même, la translocation de
ERK1/2 au noyau, suite à son activation, est aussi transitoire dans les cardiomyocytes
(Clerk et aI., 2001). Cette activation de la voie ERK1/2 semble jouer un rôle essentiel
dans la transmission de la réponse hypertrophique produite par l’ET-l au niveau du
cardiomyocyte. En effet, des études ont été effectuées sur des lignées de souris
transgéniques dans lesquelles la protéine ERK est active de façon constitutive (grâce à
MKK1 constituvement active). Les coeurs de ces animaux développent une hypertrophie
compensatoire biventriculaire. Cette réponse est probablement causée par une diminution
de la fonction contractile, et par la résistance au phénomène d’apoptose. Une étude faite
par Bueno et collègues (2000) montre aussi que l’inhibition de la voie ERK MAPK
augmente l’apoptose cellulaire et le dommage lors de la reperfusion suite à une période
d’ischemie dans les coeurs isolés. Ceci suggère que la résistance à l’apoptose est un
facteur très important dans le développement de l’hypertrophie compensatoire.
Les voies JNK et p38 MAPK ont été initialement identifiées comme étant activées
par différents stress cytotoxiques tels que le choc hyperosmotique, l’ultraviolet, le stress
oxidatif, les inhibiteurs de la synthèse protéique, l’arsenique, etc. Cette propriété leur a
donné une autre nomenclature les protéines kinases activées par le stress (Shichiri et al.,
2000; Tsao et al., 2001; Wilson et al., 2001; Yanagisawa et al., 1988). Il a été montré par
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plusieurs équipes que le stress cytotoxique active ces voies (JNK et p38) dans les
cardiomyocytes néonataux (Bogoyevitch et al., 1995; Clerk et al., 1998a; Clerk et al.,
1998b). De même que dans un coeur isolé, JNK et p38 sont fortement activées par
l’ischemie et la reperfusion (Bogoyevitch et al., 1996; Brunner et al., 1996). Les plus
connus des substrats de ces protéines kinases sont les facteurs de transcription c-Jun et la
protéine MAPKAPK-2 (MAPK-activated protein kinase 2). La protéine JNK active son
substrat spécifique qui est le facteur de transcription c-Jun sur son domaine de trans
activation. Ceci déclenche la transcription des certains gènes. Alors que le p38 active (par
phosphorylation) la protéine MAPKAPK-2 qui, à son tour, active la petite protéine de
choc thermique, Hsp25/27 (Clozel et al., 1992; Kiemer et al., 2002; Kyriakis et al.,
2001).
Bien que les deux voies de signalisation JNK et p38 MAPK, soient identifiées dans
le cardiomyocyte leurs fonctions biologiques restent obscure. Les deux voies sont
impliquées avec le phénomène de la mort cellulaire programmée ou l’apoptose (Clerk et
aï., 1998a; Clerk et al., 1997). Plusieurs expériences dans la littérature prouvent que ces
voies sont impliquées dans l’hypertrophie du cardiomyocyte. Les protéines kinases
kinases de ces voies sont aussi identifiées : MKK4/MKK7 pour la cascade de JNK, et
MKK3/MKK6 pour la cascade de p38 MAPK, cependant, les molécules de signalisation
en amont des MKKs ont besoin de plus de caractérisation (Kyriakis et al., 2001; Lowes et
aÏ., 2002). À ce jour, une MKKK a été identifiée, et il est aussi connu que deux petites
protéines G appartenant à la superfamille de protéine Rho (Rac et Cdc42) sont en amont
de MKKK.
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VII- LES RÉCEPTEURS À L’ET-l
Au niveau de la membrane plasmique, l’ET-l peut se lier sur deux types de
récepteurs, soit l’ETA (Arai et al., 1990; Hosoda et al., 1991; Lin et al., 1991; Luttreli et
al., 2002; Okada et al., 2002) et l’ETB (Elshourbagy et al., 1992; Nakamuta et al., 1991;
Ogawa et al., 1991; Saito et aI., 1991; Sakurai et aI., 1990). Ces récepteurs font partie de
la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces deux types de
récepteurs lient les trois isoformes d’ET avec des affinités différentes, I’ETA est très
sé]éctïf pour la liaison de l’ET-l. Chez l’humain, par exemple, l’ET-l lie l’ETA avec une
affinité 100 fois plus grande que celle de l’ET-3 (D’Orleans-Juste et al., 2002; Lee et al.,
1994; Reinhart et al., 2002; Sato et al., 1999; Thorin et al., 199$). Alors que le sous type
B du récepteur montre une affinité égale pour Les trois isoformes du ligand (Lee et al.,
1994; Okada et al., 2002; Takayanagi et al., 1991).
En général, la membrane cellulaire peut contenir un ou les deux types du récepteur,
selon l’espèce et le patron tissulaire d’expression de la protéine. Les deux types de
récepteurs ont été détectés dans le myocarde ventriculaire chez l’humain (Allen et al.,
2003; Molenaar et aÏ., 1993; Ponicke et aÏ., 1998) et dans la préparation membranaire des
cellules ventriculaires chez le rat (Hocher et aÏ., 1999; Thibault et aÏ., 1995). L’analyse
par RT-PCR (Reverse Trascriptase-Polymerase Chain Reaction) du niveau d’ARN
messager des récepteurs à l’ET-l indique que les deux types de récepteurs, ETA/EFB,
sont exprimés dans le coeur de rat adulte, alors que seul les messagers d’ETA étaient
présente dans les cardiomyocytes néonataux en culture (Desmarets et al., 1996; Haynes et
al., 1995; Hilal-Dandan et al., 1997). De plus, une étude précédente, effectuée dans notre
laboratoire (Aflen et aÏ., 2003) a démontré que les cardiomyocytes adultes (fraîchement
isolés à partir des ventricules du rat) exprimaient les deux types de récepteurs, dont les
deux sous types d’ETB (ETB1 et ETB2), avec une dominance d’ETA (-‘ 80 %) versus
l’ETB (‘-‘20%).
Plusieurs facteurs physiologiques régulent l’expression des récepteurs. En effet,
l’hypoxie, l’AMPc, le facteur de croissance épidermique, et le facteur de croissance de
fibroblaste fondamental (3-FGF) stimulent la synthèse d’ETA dans quelques types
tissulaires, l’ET-l, Ang II, le facteur de croissance dérivé de plaquette, (PDGF), et TGF,
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inhibent la synthèse du récepteur ETB (Barker et al., 2002; Mayes, 2003; Rubanyi et al.,
1994).
VII.1 - Les sous-type B du récepteur
Le sous-type B du récepteur avec une masse de 50 KDa, a été cloné chez différentes
espèces animales ainsi que chez l’humain (D’Orleans-Juste et al., 2002). Bien que
l’homologie structurale soit conservée, l’emplacement et le numéro chromosomique des
acides aminés sont spécifiques à chaque espèce. Il existe deux sous types de l’ETB;
l’ETBl et l’ETB2 (D’Orleans-Juste et al., 2002; Grantcharova et al., 2002; Horstmeyer et
al., 1996; Masaki et aÏ., 1994; Takasuka et al., 1994). Ces deux sous types sont dérivés
par épissage alternatif à partir du même gène. L’El’B possède quatre domaines de liaison
(I, II, III et VII) de même que des domaines de signalisation localisés dans la région
carboxyl terminale (Koshimizu et al., 1995; Sakamoto et al., 1993). Masaki et ses
collègues ont été les premiers a identifier par mutagenèse dirigée, qu’une substitution de
cysteines Cys 402/403/405 affectait la transduction du signal sans altérer la localisation
membranaire ou l’intemalisation de l’ETB (D’Orleans-Juste et al., 2002; Dupuis et al.,
1999; Okamoto et al., 1997). La figure 7 illustre des mutations qui accompagnent
l’apparition de certains cas de maladies comme la maladie de Hirschsprung’s. Une
mutation dans le premier domaine transmembranaire de l’ETB (Cys 109 — L-Arg) abolie
la localisation transmembranaire du récepteur (D’Orleans-Juste et al., 2002; Tanaka et
al., 1998). De plus, le substitution de Tyr 276 — Cys dans le cinquième domaine
transmembranaire, un résidu extrêmement conservé, n’affecte pas la liaison du ligand au
récepteur, mais réduit nettement l’entrée du Ca2 (Ponicke et al., 1998). De plus, le
remplacement de Ser 390 par un L-Arg dans la dernière boucle intracellulaire du RCPG
n’affecte pas la liaison mais réduit nettement la capacité du complexe à augmenter le Ca2
intracellulaire (Tanaka et al., 1998). L’observation de Rose et al (1995) démontre qu’une
mutation dans le résidu aspartate 147 révèle un rôle important dans la transduction du
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Toutes ces études, et bien d’autres, identifient clairement les sites dans l’ETB qui
jouent un rôle majeur dans la liaison du ligand, de même que dans la transduction du
message extracellulaire. Le contexte cellulaire joue aussi un grand rôle dans la spécificité
de la réponse finale produite par l’ET-l. Par exemple, les ETB qui se trouve sur les
cellules musculaires possèdent moins d’affinité pour les agonistes spécifiques à ce type
de récepteur que les ETB super-sensible qui se trouvent sur les cellules endothéliales.
Le plus important rôle identifié pour l’ETB est celui de la clairance de 1’ET-l
circulant. En effet, la concentration plasmatique de l’ET-l circulant est d’environ 1
fmol!ml (Haynes et al., 1993; Levin, 1995; Mayes, 2003; Ortega Mateo et al., 1997).
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Figure 7 : Structure secondaire du récepteur ETB. Les sept domaines transmembranaires
ÇM) sont numérotés de 1 à 7 avec les domaines extra et intracellulaires du récepteur. Les
flèches indiquent les sites des mutations qui accompagnent l’apparition de certaines
maladies (voir le texte pour plus de détails), (D’Orleans-Juste et al., 2002).
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Cette concentration augmente sous certaines conditions. Il a été montré par Brunner et ses
collaborateurs (1996) que l’endothélium pulmonaire, l’organe contenant la plus grande
densité en ETB, sert certainement à éliminer l’ET-l de façon très efficace (D’Orleans
Juste et aï., 2002; Nïcol et al., 2001). Cette hypothèse a aussi été vérifiée par Dupuis et
ses collaborateurs (1999) confirmant que le poumon aide à éliminer 60% de l’ET-l
circulante à chaque passage pulmonaire. Cette capacité de dégagement pulmonaire est
séléctif pour I’ETB, mais pas pour l’ETA. Ceci prouve que I’ETB a un rôle important
dans l’homéostasie des niveau bas de J’ET-l plasmatique (D’Orleans-Juste et al., 2002;
d’Uscio et aÏ., 2000; Dale et al., 2001; Haynes et al., 1993; Mawji et al., 2003; Shichiri et
al., 2000). Bien que les autres organes tels que le rein et le foie, sont aussi impliqués dans
le mécanisme de clairance de l’ET-l circulante via l’ETB.
VII.2 - Le sous-type A du récepteur
Le sous type A du récepteur à l’ET-l est caractérisé par sa forte affinité à lier l’EU
1. Ce récepteur de 48 KDa est moins abondant que le sous-type B mais il joue un rôle très
important au niveau des cellules musculaires et au niveau des cardiomyocytes. Dans ces
types cellulaires sa concentration est trois à quatre fois supérieure à celle de l’ETB.
Plusieurs études ont été faites pour caractériser les sites de liaison ainsi que les domaines
actifs de l’EFA. Des études de mutagénèse dirigée avec l’ETA (Kalina et aÏ., 1992; Kubo
et al., 2001) ont démontré que le deuxième domaine transmembranaire (TM2) de l’ETA a
une séquence d’acides aminés différente de celle de I’ETB (Lee et al., 1994; Rose et al.,
1995). Ceci a ouvert les portes pour plusieurs autres équipes de recherche qui se sont
interessées à étudier l’importance de ce domaine dans la spécificité de la liaison du
ligand. En effet, le remplacement du résidu Tyrosine 129 par un résidu alanine,
glutamine, asparagine, histidine, lysine, sérine ou phénylalanine, résulte en une forme
variante du récepteur qui possède une très forte affinité de liaison à l’ET-3, à la
sarafotoxine (S6C), et une très faible affinité envers l’antagoniste sélectif à l’ETA, le
BQ123. Par contre, l’échange du résidu histidine 150, qui est l’analogue du résidu Tyr
129 du domaine 1M 2 de l’ETB, par un résidu alanine ou par un résidu tyrosine ne
change pas l’affinité de l’ETB à lier ses ligand. Ceci indique que le domaine TM2
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possède différents rôles selon le type de récepteur, et que cette région est importante dans
la sélectivité de liaison du ligand à l’ETA. Dans un même ordre d’idées, d’autres
expériences supportent la présence du site de liaison de l’ET-l dans le domaine TM2 de
l’El’-B, et que ce site chevauche celui de l’antagoniste BQ123 (Rose et al., 1995; Sato et
aï., 1999).
Receptor ET-1 ET-2 ET-3 86C BQ123 1RL1620
WT hETA 0.018 0.058 6.35 222 13 >10,000*
Y129FhETA 0.012 0.012 0.031 2.95 76 105
Y129KhEfA 0.016 0.016 0.041 2.59 2,400 ND
Y129AhETA 0.021 0.034 0.100 1.60 >10,000* 43
Y 1 29NhETA 0.018 0.021 0.040 1.4$ >10,000* ND
Y129ShETA 0.017 0.016 0.016 0.68 >10,000* 20
Y129QhETA 0.019 0.023 0.037 0.82 1,240 ND
Y129HhETA 0.017 0.025 0.062 0.56 1,820 ND
Table 1: L’affinité de liaison (K aparent, nM) des ligands aux différents variants de
PElA. Les substitions des a.a. étaient faites dans le domaine 1M 2 du récepteur.
VIII- LA PHYSIOLOGIE DE LIAISON D’ET-l SUR L’ETR
Il est bien évident que la liaison de la plupart de ligands aux RCPGs se fait de façon
allostérique. Les exemples qui clarifient ce point sont ceux qui ont été effectués sur les
récepteurs a2-adrénergiques (McCulloch et al., 1996), les récepteurs muscariniques
(Stephenson et al., 1995), les récepteurs dopaminergiques D2 (Hoare et al., 1996) et les
récepteurs de l’adénosine Al (Bruns et al., 1990). Des études récentes montrent que
l’acide salicylique, et l’aspirine, sont des inhibiteurs allostériques du récepteur ETA
(Talbodec et al., 2000). L’effet de l’acide salicylique a été observé à une concentration de
l’ordre de 100 mM, ce qui est une concentration très élévée. Suite à cette étude, plusieurs
équipes de recherche se sont efforcées à trouver des composés plus puissants (Amann et
al., 2002; Kupferwasser et aÏ., 2003; Zhang et al., 1997). Un exemple est l’étude de
B]andin et ses collaborateurs (2000) sur l’acide benzoïque et sur les dérivés de l’acide
salicylique. Toutes ces études ont mené à l’identification des acide 3,5-
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dibromosalicylique et acide 3,5-diiodosalicylique, des dérivées de l’AS qui sont environ
de 50 fois plus puissants que l’aspirine.
Le récepteur ETA est le sous type dominant sur tes cellules musculaires lisses, et sa
stimulation par l’ET-l induit une vasoconstriction en augmentant la concentration du
calcium intracellulaire de la cellule par un mécanisme biphasique. La première phase
transitoire se produit suite à l’augmentation de l’activité de la phospholipase C pour
cliver la phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate (1P3)
et en 1,2-diacylglycérol (DAG) (Gratton et al., 1997; Mawji et al., 2003; Mayes, 2003;
Schiffrin, 2000; Shah et al., 2003; Simonson et al., 1990; Wanecek et al., 2000). L’1P3
cause rapidement le relâchement d’ions Ca2 de réserves intracellulaires (telles que le
réticulum sarcoplasmique) via les canaux calciques sensibles à l’1P3. La deuxième phase
de la réponse correspendant à l’augmentation soutenue du Ca2 intracellulaire est causée
par l’entrée de Ca2 extracellulaire via les canaux calciques, probablement suite à la
liaison directe de l’ET-l sur ses récepteurs et l’activation de l’1P3 et l’1P4. De plus, il faut
noter la diversité des cellules musculaires lisses. L’ET-l peut parfois produire la
vasodilatation en activant les canaux potassiques. En effet, suite à l’activation des
récepteurs à l’Ef-l, une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire peut
provoquer l’activation de canaux potassiques menant à l’hyperpolarisation de la
membrane (D’Orleans-Juste et al., 2002; Haynes et aÏ., 1993; Mawji et al., 2003; Mayes,
2003; Neylon et aÏ., 1994). Cette hyperpolarisation se traduit par la vasodilatation des
cellules musculaires. Les vaisseaux avec un grand nombre de ces types de cellules
peuvent se dilater en réponse à l’ET-l. De même, I’ETB localisé sur les cellules
musculaires lisses produit toujours la vasoconstriction (D’Orleans-Juste et al., 2002;
McCulloch et al., 1996; Neylon et al., 1994) alors que sa présence sur les cellules
endothéliales provoque la vasodilation en provoquant le relâchement de monoxyde
d’azote (NO) (Hirata et al., 1993) et la prostacycline (filep et aÏ., 1991). En plus de tous
ces effets physiologiques, cette petite protéine joue aussi plusieurs rôles biochimiques et
génétiques très importants. Elle active la transcription de plusieurs gènes menant à la
prolifération cellulaire. L’ET-l est donc un agent mitogénique pour plusieurs types
cellulaires (Thorin et aÏ., 1998). C’est aussi un agent pro-apoptotique, puisqu’il active le
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phénomène d’apoptose dans plusieurs types cellulaires (Iglarz et al., 2003; Spinella et al.,
2002; Wanecek et al., 2000; Wilson et aÏ., 2001).
L’effet net de l’action de l’ET-l dépend de l’état du tissu, puisque les deux types de
récepteurs peuvent avoir une sensibilité variable suite à la déclaration des maladies. Dans
le tissu normal, I’ETB produit une vasodilatation, mais sous les conditions pathologiques,
la vasoconstriction prédomine (Haynes et al., 1993; moue et al., 1989a; Levin, 1995;
Mayes, 2003; Teder et al., 2000). Ce renversement d’effet peut résulter d’une
augmentation du niveau d’ET-l ou par la régulation à la baisse de l’ETB localisé sur les
cellules endothéliales ceci est souvent accompagné par une régulation à la hausse au
niveau des cellules musculaires (D’Orleans-Juste et al., 2002; Kakoki et al., 1999; Ortega
Mateo et al., 1997). Plusieurs études confirment l’absence de la régulation des récepteurs
endothéliaux dans les maladies cardiaques. Par exemple, l’ETB de la membrane de
cellules cardiaques est de 67% plus exprimé que l’EI’A dans la défaillance chronique du
coeur (Kobayashi et aÏ., 1999; Mawji et al., 2003; Mayes, 2003). Un tel changement du
ratio des récepteurs apparaît aussi dans autres conditions pathologiques, telles que le
perfusion de myocarde (Yokoyama et al., 2000) et l’hypertension (Cardillo et al., 1999).
Dans ce cas, le blocage du récepteur ETB produit une vasoconstriction chez les hommes
normotendus mais une vasodilatation chez les sujets hypertendus. Ceci a aussi été
observé dans le cas de “scléroderma” associé aux fibronectines du tissu pulmonaire où le
niveau du récepteur EfA était significativement réduit, alors que le niveau du récepteur
ETB était quant à lui légèrement élevé en comparaison au tissu sain (Abraham et al.,
1997; Mawji et al., 2003).
IX - LES ANTAGONISTES D’ETRs
Le développement de bloqueurs spécifiques aux sous-types de récepteurs à l’ET-l,
a beaucoup facilité l’étude de cette protéine, et de ses divers effets biologiques. En fait,
plusieurs drogues semblent être capables de lier les ETRs, tels l’atrasentan, le bosentan,
le darusentan, le sitaxsentan, le tezosentan, et l’homologue J-104132. Seul le bosentan, un
antagoniste oralement actif, est actuellement approuvé pour l’usage médical. Certains de
ces agents, tels que le bosentan et le tezosentan, par exemple, sont des antagonistes
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doubles, (ils peuvent lier l’ETA et I’ETB ), cependant, les autres, tel que sitaxsentan, sont
des antagonistes séléctifs aux ETA. Il n’est toutefois pas clair comment les antagonistes
d’ETA diffèrent des antagonistes doubles. Malgré cette différence, des données
préclinique et clinique de l’étude d’hypertension pulmonaire, montrent que l’efficacité de
traîtement est le même en présence des antagonistes séléctifs au sous-type ETA, ou en
présence des antagonistes doubles.
L’identification des effets pharmacologiques spécifiques aux ETRs a aussi été
facilitée par la disponibilité de plusieurs agonistes spécifiques, tels que l’IRL-1620 et la
sarafotoxine 6C. L’IRL-1620 est extrêmement spécifique au sous-type B, alors que S6C a
été rapporté pouvoir stimuler d’autres récepteurs que les ETRs, activant ainsi d’autres
réponses pharmacologiques (D’Orleans-Juste et aï., 2002; $okolovsky, 1992). Le BQ78$
est un antagoniste très séléctif à l’ETB. Il a été identifié la première fois par le groupe
d’Ishikawa en 1994. Malgré la spécificité de la liaison de cet agent à I’ETB, sa
combinaison avec l’ET-l abolie son effet antagoniste. Ceci est causé par la très forte
affinité d’ETB pour lier l’ET-l plutôt que d’autres ligands. Il existe aussi des
antagonistes qui sont des nature non-peptidique tel que A192621 qui est extrêmement
séléctif et puissant pour inhiber l’ETB. Le tableau I (tiré de l’article de: D’Orleans-Juste
et al., 2002) est une compilation des antagonistes les mieux caractérisés d’un point de vue
pharmacologique pour les ETR.
X - L’ACIDE SALICYLIOUE
L’acide salicylique (AS), ou l’aspirine, est une des drogues les plus utilisées en
clinique. Son substrat fondamental est la cyclooxygénase qui est acétylée sous action de
l’aspirine, de façon irréversible et bloque ainsi la conversion de l’acide arachidonique en
prostanoïde. L’aspirine peut être biotransformée en salicylate, un substrat très similaire
avec une fonction anti-inflammatoire mais qui ne possède pas l’effet inhibiteur sur la
cyclooxygénase. II a été montré que le salicylate inhibe la biosynsthèse des prostanoïdes,
dans des cellules isolées, mais pas directement par des enzymes purifiées. Cet effet
semble être prévenu en présence d’une forte concentration d’acide arachidonique. Ce
dernier peut interférer l’inhibition de cyclooxygénase-2 en produisant la formation de
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prostanoïde. Une autre cible du salicylate a aussi été mise en évidence de façon indirecte.
Ceci se fait via les voies de signalisation intracellulaires, telle que les voies des MAPKs.
Dans la plupart des études effectuées à ce jour, le salicylate démontre un effet inhibiteur
sur la voie p38 MAPK. Ceci peut être une raison directe de l’inhibition produite par le
salicylate sur les facteurs de transcription tels que l’AP-l (Activator Proteïn-1) et NF-KB
(Nuclear transcription factor kappa B) (Schwenger et al., 199$).
X.1 — La pharmacologie de l’acide salycy]ique
L’aspirine est un dérivé de plantes, utilisé en traitement thérapeutique depuis plus
de 2000 ans. Dans la plante, l’acide salicylique est synthétisée à partir de l’acide trans
cinnamique par décarboxylation en acide benzoïque qui subit par la suite, une réaction
d ‘hydroxylation.
L’AS est une médicament utilisé couramment en clinique. Une étude effectuée aux
États-Unis a démontré que le taux de consommation d’aspirine dépasse 35,000 kg par
jour (Zhang et al., 1997). Suite à l’administration orale, environ 50 % de l’aspirine est
déacétylée en salicylate immédiatement après l’absorption. La demi-vie de l’aspirine dans
le plasma sanguin est de 15 minutes , alors que celle du salicylate est de 2 à 30 heures,
selon la concentration consommée.
X.2 La voie de signalisation de l’acide salicylique
Une forte concentration d’AS peut influencer la signalisation de la cascade des
MAPKs. L’AS peut bloquer la voie p38 menant probablement à l’inhibition de facteurs
de transcription (Teder et al., 2000).
Le Nf-KB est considéré comme un élément clé dans l’acheminement des signaux
produits par les stimuli pro-inflammatoires. Cette protéine forme un complexe
homodimérique ou hétérodimérique (avec la protéine Rel), pour lier des sites appropriés
sur l’ADN cible, en régulant ainsi la transcription. Dans la plupart des cellules, le NF-KB
se trouve sous forme inactive dans le cytoplasme, en complexe avec son inhibiteur
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spécifique 1KB. Une stimulation pro-inflammatoire contribue à l’activation de la kinase
d’hcB, l’IKK, qui résulte en la protéolyse de l’hcB et l’activation de Nf-icB. Le NF-KB
libéré se deplace du cytoplasme vers le noyau pour activer ses cibles incluant les enzymes
pro-inflammatoires, les cytokines, les chemokines et les molécules d’adhésion cellulaire.
L’inhibition de la voie NF-icB par l’aspirine et par le salicylate a été démontrée par Kopp
et Ghosh (1994) et par plusieurs autres équipes (Hocher et al., 1999; Love et al., 1996;
Stephen et al., 1996; Yu et al., 2003). Toutes ces études supportent l’hypothèse que
l’inhibition de NF-KB contribue à l’action anti-inflammatoire de l’aspirine, suggérant
ainsi que l’aspirine et le salicylate produissent aussi leur action pharmacologique via
l’inhibition de la liaison des protéines sur “l’enhancer/CCAAT” des promoteurs ciblés.
Un autre facteur de transcription qui semble être affecté par l’aspirine est le facteur
AP-1 (Teder et al., 2000), celui-ci est formé du complexe de protéines oncogènes,
appartenant à deux sous familles jun et fos. L’AP-l est le mediateur de plusieurs
stimulation en particulier par des signaux affectant la croissance cellulaire. Cette protéine
est activée par des stimuli pro-inflammatoires, tel que le TNf-a. Ce facteur régule la
transcription des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire et immunitaire. Cette
voie peut être souvent chevaucher avec la voie du Nf-KB.
X.3 — L’AS et le système cardiovascu]aire
Dans la thérapie cardiovasculaire, l’AS et le salicylate ne montrent aucune action,
mais une forte dose peut diminuer la circularion sanguine (Leonhardt et al., 2003).
L’aspirine peut avoir un effet secondaire sur l’infarctus du myocarde. Ceci est
probablement produit par l’inhibition irréversible de la cyclooxygénase plaquettaire qui
résulte en l’inhibition de la formation de thromboxane A2.
L’AS inhibe la cyclooxygénase dans les plaquettes sanguines ainsi que dans les
parois vasculaires (Saito et al., 2004). Un mécanisme possible de cette action est en
bloquant l’accès de l’acide arachidonique au site catalytique suite à l’acétylation
irréversible par l’aspirine. Par contre, le salicylate ne peut pas prévenir la formation de
thromboxane A2 dans le plasma riche en plaquettes (McAdam et al., 1996). D’autres
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études prouvent aussi l’incapacité du salicylate à inhiber la cyclooxygénase dans les
parois vasculaires (Eisele et al., 2004). Par contre, le salicylate previent l’effet inhibiteur
de l’aspirine et de l’indométhacine sur la cyclooxygénase B2 (Komoike et al., 2002).
XI- LA FAMILLE DES RCPGs
Un récepteur membranaire comporte une partie extracellulaire où se trouve le site
de reconnaissance de la molécule signale, une partie transmembranaire et une partie
intracellulaire. En général, pour activer un récepteur membranaire, la molécule
informative n’a pas à pénétrer dans la cellule. L’activation des récepteurs membranaïres
par l’agoniste déclenche des modifications qui peuvent rester localisées à la membrane,
s’étendre à l’ensemble du cytoplasme ou atteindre le noyau. Dans ces cas, l’activation met
en jeu une cascade de réactions enzymatiques intracellulaires, se poursuivant jusqu’au
noyau, pour modifier la transcription de l’ADN en ARN. L’ensemble des réactions qui se
déroulent entre l’activation du récepteur membranaire et l’effet cytoplasmique ou
nucléaire est généralement appelé transduction du signal.
Les récepteurs couplés aux protéines-G (RCPG) sont une classe de récepteurs
membranaires ainsi appelés parce que leur activité nécessite la présence de protéines
pouvant lier le guanosine diphosphate (GDP) et la guanosine triphosphate (GTP) (Hall et
al., 2002; Johnson et al., 2002; Pearson et al., 2001).
Les récepteurs couplés aux protéines-G (RCPG) sont de nature polypeptidique et
comportent une partie extracellulaire portant le site de liaison avec l’agoniste (bien que le
signal peut se lier parfois aux parties intracellulaires du récepteur, entre les domaines
TM), une partie transmembranaire à sept hélices (parce que la chaîne polypeptidique
traverse la membrane sept fois) et une partie intracellulaire en contact avec les protéines-
G qui assurent le transfert, et l’amplification du signal reçu par le récepteur (Clerk et al.,
1999; Hall et al., 2002; Johnson et al., 2002; Lowes et al., 2002; Peters et al., 2002).
Chaque protéine G est hétérotrimérique, c’est-à-dire constituée de trois sous-unités
différentes (cx, 1 et y), ces deux dernières formant un complexe hétérodimérique.
Classiquement, la stimulation du récepteur conduit à leur dissociation. Le rôle de la sous
unité cx est le mieux caractérisé. En effet, la sous-unité cx, à l’état non actif, est lié à une
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GDP et est liée au complexe f3-y. Lors de la liaison de l’agoniste induit un changement
dans la conformation du récepteur, ce qui facilite son interaction fonctionnelle avec la
protéine G, plus précisément avec la sous unité Ga. Ceci provoque la relâche du GDP et
la liaison du GTP. Le complexe trimérique est ainsi déstabilisé, permettant à la sous-unité
G,, de se dissocier partiellement du dimère y. Les deux composantes G,, et peuvent
ainsi activer séparément différentes réponses intracellulaires (Chevalier et al., 2000;
Cramer et al., 2001; D’Orleans-Juste et al., 2002; Eto et al., 2001; Kubo et al., 2001;
Ohkita et al., 2002; Shapiro et al., 1996; Shichiri et al., 2000).
Les substances susceptibles d’interagir avec les récepteurs couplés aux protéines G
sont extrêmement nombreuses et diverses : les catécholamines, peptides et polypeptides,
molécules odorantes ainsi que l’ion calcium et la lumière. L’effet observé dépend
essentiellement de la nature de la sous unités a. En effet, il existe différents types de
sous-unités a, notemment les a, et a, qui sont présentes dans la quasi-totalité des
cellules. L’a, de la protéine G, (“s” pour stimulant) provoque une activation de
l’adénylcyclase avec une augmentation de la synthèse d’AMP cyclique. L’ai de la protéine
G, (“i” pour inhibiteur) inhibe l’adénylcyclase et diminue la synthèse d’AMP cyclique
(D’Orleans-Juste et al., 2002; Hall et al., 2002; Johnson et al., 2002; Kubo et al., 2001;
Lowes et al., 2002).
Il est bien de noter qu’il existe un troisième sous type de la protéine cx, a (“t” pour
transducine) qui active une phosphodiestérase détruisant ainsi le GMP cyclique. Et l’a0 (o
pour other autre) qui parmi lesquelles on peut distinguer des protéines Gq, Gk, GCa.
Gq qui module l’activité de la phospholipase C est la principale protein-G d’ETRs
Gk qui module l’ouverture des canaux potassiques.
GCa qui module l’ouverture des canaux Ca2.
L’activité des protéines-G est de courte durée car une GTPase, partie intégrante des
protéines G, hydrolyse l’a-GTP actif en a-GDP inactif qui se lie aux sous-unités f3 et y.
Par ailleurs, les récepteurs liés aux protéines G peuvent interagir avec des protéines
appelées arrestines qui se fixent aux récepteurs et les désensibilisent en les decoupant de
leur proteine-G (Claing et al., 2002; Dale et al., 2001; fawcett, 1994; Luttrell et al.,
2002; Oakley et al., 2000).
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En résumé, les protéines-G assurent le transfert de l’information du récepteur à des
enzymes dont elles régulent l’activité.
XII - LES VOIES DE MAP KINASES
Le concept de signalisation par la voie MAPK est un des concepts les plus
important de la biologie moderne. Les scientifiques de l’époque tentaient de s’expliquer
la capacité qu’ont les cellules à discriminer les messages extracellulaires, (hormones et
neurotransmetteurs), et à y répondre de façon spécifique et dans des compartiments
intracellulaires comme le noyau. C’est finalement la grande découverte du concept de
signalisation intracellu]aire qui a permis d’y répondre: les hormones et les
neurotransmetteurs se lient à leurs récepteurs membranaires
— qui étaient connus depuis
les années soixantes sans bien en comprendre le concept biochimique
— et active des
“effecteurs” intracellulaires qui induisent une cascade d’évènements intracellulaires par la
génération de seconds messagers (Cardillo et aÏ., 1999; Clerk et al., 1999; Kiemer et al.,
2002; Lowes et al., 2002; Michel et al., 2001; Pearson et al., 2001). C’est en 1989 et
1991 que la séquence de la première MAPK (ERK) était mise en évidence (Cardillo et
al., 1999; Pearson et al., 2001). Dès lors, les travaux de spécialistes en biochimie
permirent d’analyser, d’identifier et d’établir les voies qui assemblent les composantes de
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Figure 8. Une vue simplifiée des voies essentielles de la cascade des MAPK. Tirée
du site internet: www.cellsignal.com/retail/reference/pathway/GPCR.asp
Les RCPGs représentent la plus grande famille de récepteurs membranaires
impliqués dans la transduction de signaux. Il existe au moins cinq voies MAPK connues
mais trois d’entre elles sont les plus étudiées : la voie ERK, la voie JNK et la voie p38
MAPKs (figure 8). Bien que les enzymes de la voie MAPK aient été identifiées à
l’origine comme étant des activateurs mitogéniques (Mitogen Activated Protein), il est
maintenant assuré que les récepteurs contrôlent, via l’activation de ces cascades, un très
grand nombre de processus physiologiques autre que la prolifération, comme le
métabolisme cellulaire et (Clerk et al., 1999; Pearson et aÏ., 2001), la neurotransmission
(Barron et aÏ., 2003; Kiemer et aÏ., 2002), la différenciation cellulaire (Barker et al.,
2002; Murakami-Mori et al., 1999; Pearson et al., 2001; Ravenhall et al., 2000), ainsi que
les réponses inflammatoire et immunitaire (Clerk et aÏ., 1999; Jijon et al., 2002; Xiao et
al., 1999). La diversité des signaux externes qui leur sont destinés suite à l’activation des
récepteurs membranaires spécifiques, est impressionnante allant de la lumière aux agents
thérapeutiques tels que les analgésiques et les opiacés, en passant par les molécules
gustatives et odorantes et bien d’autres stimuli.
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Les protéines kinases de la superfamille MAPK possèdent des propriétés
structurales et fonctionnelles communes avec d’autres protéines kinases — telles que les
cdks (cyclin dependent kinases) — incluant la présence d’un insert de fonction inconnue
entre les sous domaines X et XI du corps catalytique, ainsi que la présence d’un résidu
sérine ou thréonine suivi par une proline dans leurs substrats. Mais les deux grandes
caractéristiques qui les distinguent des autres protéines kinases cellulaires (Clerk et al.,
1999; Lowes et aï., 2002; Pearson et al., 2001) sont que les MAP kinases sont 1)
directement activées par phosphorylation en absence d’un site régulateur dans ces
protéines et 2) par la présence bien souvent de deux sites d’activation par phosphorylation
dans la boucle destinée à cette fonction (une tyrosine et une thréonine séparées par un a.a.
quelconque). Deux protéines kinases en amont doivent être activées en série pour
produire l’activation de la MAPK (figure 8). Ce cas représente une vue simplifiée de
l’évènement qui peut bien souvent faire intervenir d’autres protéines kinases, et des
chevauchements entre les kinases de deux (ou plusieurs) voies différentes (Chevalier et
al., 2000; Clerk et al., 1999; Lowes et al., 2002; Michel et al., 2001; Pearson et al., 2001;
Peters et al., 2002). Dans toutes les voies MAPKs connues, la protéines kinase qui vient
immédiatement en amont de la MAPK est un membre de famille MAPK kinase (MKK ou
MEK) (Chevalier et al., 2000; Clerk et al., 1999; Pearson et al., 2001). Ce sont des
enzymes spécifiques qui peuvent phosphoryler les groupements bydroxyles des résidus
sérine/thréonine et tyrosine dans leurs substrats MAPK. Malgré leur capacité à activer des
résidus aromatiques et aliphatiques dans un contexte approprié, les substrats de ces
kinases sont restreints: chaque MEK phosphoryle une MAPK bien désignée (Clerk et al.,
1999; Pearson et al., 2001). Dans le cas de l’activation de la protéine ERK1I2, cette
protéine kinase est phosphorylée sur le résidu tyrosine avant le résidu thréonine in vitro et
aussi dans la cellule. L’état transitoire — où la protéine est mono-phosphorylée — est
une forme inactive de la kinase. Ce phénomène joue un rôle positif en augmentant la
coopérativité de la signalisation et permettant la modulation de la réponse par un autre
événement de signalisation — les chevauchement entre les voies (Pearson et al., 2001).
En ajout à ce phénomène, la réponse MAP kinase est aussi modulée par le processus
d’amplification de signal (Lowes et al., 2002; Pearson et al., 2001). L’amplification peut
se réaliser si chaque protéine kinase de la cascade est plus abondante que la kinase
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régulatrice. Ceci est vrai pottr une ou deux étapes de la cascade. Dans la voie ERK 1/2
MAPK, par exemple, l’amplification a lieu à l’étape Raf-MEK, car MEK existe en très
grande quantité dans la cellule par rapport à Raf. Mais ce n’est pas le cas à l’étape MEK
ERK où les deux protéines sont présentes en quantité égale dans la cellule (Chiloeches et
al., 1999; Lowes et al., 2002; Pearson et al., 2001).
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Figure 9 : Les connections possibles entre les composantes qui mènent à
l’activation de la voie ERK MAPK. Tirée du site internet
w ww.ceÏlsi gnal .com/retail/reference/pathway/GPCR.asp
La protéine MEK, comme tout autre protéine kinase de cette famille, est aussi
activée par phosphorylation sur deux résidus (serine et thréonine) dans la boucle
d’activation. Maïs dans ce cas, la phosphorylation d’un seul résidu peut être suffisant
pour activer la protéine kinase (Johnson et al., 2002; Pearson et al., 2001). Une fois
activées, les MAPKs subissent une translocation vers le noyau où elles activent dans
certains cas des substrats cytoplasmiques qui se déplacent et activent des substrats
-j
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nucléaires. En plus de rôles cytoplasmiques régulateurs des plusieurs processus
cellulaires, les MAPK ont donc aussi des fonctions nucléaires fondamentales (Andoh et
al., 2002; Horstmeyer et al., 1996; Johnson et al., 2002; Kiemer et al., 2002; Masaki,
1998; Pearson et al., 2001; Ravenhail et al., 2000; Yu et al., 2003). En effet, les facteurs
de transcription sont les plus importantes cibles qui acheminent souvent la réponse finale
des messagers extracellulaires en activant la transcription de gènes de protéines ayant une
fonction biologique essentielle telle la croissance ou la survie cellulaire (figure 8, 9).
La façon par laquelle la voie MAPK pourrait être régulée par les GPCR n’est
toutefois pas encore réellement comprise. Certaines études ont néanmoins permis de
comprendre que cette signalisation pouvait aussi être dissociée de la régulation des
effecteurs classiques de la protéine G, comme la phosphoilpase C ou l’adénylate cyclase.
Il semblerait qu’une transduction du signal via les récepteurs tyrosine kinase (RTK). Une
multitude de pistes ont été proposées pour tenter d’expliquer ce nouveau type de
signalisation (Lowes et al., 2002; Michel et al., 2001; Pearson et al., 2001). Les analyses
séquentielles des MAPK reflètent la présence de 14 MKKK, 7 MKK et 12 MAPK dans
les cellules de mammifères. Ces MAPKs interagissent ensembles dans une multitude
d’interactions dépendantes du type de stimulus et du type cellulaire (la figure 9
schématise un exemple de connexions possibles entre les composantes menant à
l’activation de ERK MAPK). Nous ne les décrirons pas toutes puisqu’elles sont résumées
dans des revues récentes (Clerk et al., 1999; Johnson et al., 2002; Lowes et al., 2002;
Michel et al., 2001; Pearson et al., 2001; Peters et al., 2002). Nous allons nous pencher
plus spécifiquement sur celles qui sont plus particulièrement intéressantes dans le cadre
de cette étude et d’une façon simple.
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HYPOTHÈSE ET BUT DE L’ÉTUDE
Comme on peut le constater, les études effectuées depuis les dix dernières années
ont mis en évidence les divers rôles biologiques de l’ET-l. Ce peptide joue un rôle
critique dans la régulation du tonus vasculaire et aussi dans la régulation de plusieurs
processus physiologiques essentiels. L’action de l’Ef-l sur ses récepteurs membranaires
est directement liée à l’apparition des maladies cardiaques, pulmonaires et rénales, d’où
l’intérêt d’étudier la spécificité de cette liaison et de contrôler le mode d’action de l’ET-l.
En d’autres termes et compte tenu que l’ET-l lie ses récepteurs de façon quasi
irreversible, ceci rend la compréhension de la liaison ET-Ï/ETR (activation versus
désensibïlisation) est essentielle pour définir les effets physiologiques et plutôt
pathophysiologiques joués par cette protéine. De plus, la possibilité de trouver des agents
qui pourraient déplacer et compenser la réponse de l’ET-l serait un traitement clinique
pour plusieurs maladies cardiovasculaires. La volonté d’étudier la liaision de l’ET-l sur
ses récepteurs membranaires et le déplacement de cette liaison par l’AS, au niveau des
myocytes cardiaques du rat adulte, est fondée sur les faits suivants: 1) notre étude
précédente démontre que les cardiomyocytes expriment les deux types de récepteurs à
l’endothéline, I’ETA et l’ETB, 2) la même étude prouve aussi que I’ET-l lie ses
récepteurs avec une forte affinité au niveau du cardiomyocyte et 3) plusieurs RCPG sont
régulés par des ligands allostériques dont l’aspirine et l’AS (Ki = 10 mM). En se basant
sur cette propriété, nous avons étudié l’effet de l’AS sur la liaison de 1’E-1 aux deux
sous-types de récepteurs à I’ET-l. Ces éléments nous ont fait envisager que les récepteurs
de l’EF-l qui se trouvent sur les cardiomyocytes étaient des bons candidats pour étudier
le type de liaison Ef-1/ET’R et l’effet de l’AS sur cette liaison.
Pour faire de l’action de l’AS sur la liaison d’ET-l/ETR une histoire complète en
comprenant l’effet secondaire qui l’accompagne, nous devions d’abord vérifier l’effet de
l’AS sur l’activation des voies MAPK par l’ET-l. En effet, dpuis quelques années, des
études font état d’une implication de certains RCPG, dont les récepteurs à l’ET-l et les
récepteurs a1-adrénergiques, dans l’hypertrophie du cardiomyocyte. Ils est évident que
les voies des MAPKs sont impliquées dans la régulation et la transmission de cette
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réponse. Bien que les composantes de cette activation ne soient pas encore très bien
déterminées, nous avons voulu explorer ces voies et vérifier si elles pouvaient transmettre
la réponse de l’ET-l même en présence de l’AS (quand la liaison d’El’-l est incomplète)
ou bien si ces voies sont activées par l’AS elle même.
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Endothelin receptors, ETAR and ETBR, form tight receptor-ligand complexes that
complicate our understanding of the physiological, pharmacological, and biochemical
properties of these receptors. Although radioligand binding studies have demonstrated the
binding of endothelin-1 (ET-1) to ETAR to be essentially irreversible, ETAR intemalize in
a ligand-dependent manner, release ET-1, and then recycle to the ceil surface. Salicylic
acid (SA) reduces ET-1 binding (IC = 10 mM) to recombinant ETAR in isolated
membranes by promoting dissociation of [1IJET-1 (Blandin et al., Mol. Pharmacol.
58:1461-1469, 2000). In the present study, SA (5 mM) did flot alter [IJET-1 binding
intact aduit rat ventricular myocytes. The lack of effect was flot due to intemalization of
receptor-ligand complexes. However, 100 mM SA significantly reduced [‘IJET-1
binding to both intact myocytes and isolated membranes. SA induced the phosphorylation
p42!44 ERK MAP kinase, plus an unidentified 40-kDa protein, on the activating T-E-Y
motif. ERK phosphorylation was reduced by a MEK inhibitor, PD98059.
Phosphorylation of p40 was reduced by the p38 MAP kinase inhibitor SB203580, but flot
PD98059. However, inhibition of ERK or p38 MAP kinases did flot alter the ability of
100 mM SA to induce dissociation of [‘I]ET-1. These results suggest that, in the
ventricular myocyte, salicylic acid does alter the kinetics of ET-1 binding and suggest the
possible presence of an allosteric binding site that modulates the dissociation of ET-1
receptor-ligand complexes in response to an as of yet unidentified mediator.
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Introduction
Endothelins (ETs) are a family of 21-amino acïd peptides with three distinct
isoforms, ET-1, ET-2, and ET-3 (moue et al., 1989). The three ET receptors, ETAR,
ETBR, and ET R (Rubanyi and Polokoff, 1994), are G protein-coupled receptors
(GPCRs). ETCR lias been cloned from Xenopus Laevis (Karne et al., 1993); however, a
mammalian homoÏog has yet to be identified. ETAR and ETBR are distinguishable
pharmacologically by their affinities for ET isoforms. Irreversible binding of [‘IJEf-1 ïs
a general property of endothelin receptors and lias been observed in membranes from
human cardiac myocytes (Modesti et al., 1999), intact aduit (Allen et al., 2003) and
neonatal rat myocytes (Hilal-Dandan et al., 1997). The slowly dissociating receptor
ligand complex is rapidly formed, being detectaNe following incubation times as short as
5 min (Hilal-Dandan et al., 1997), and unaffected by performing the binding at 4 oc
suggesting that this is flot a resuit of cellular uptake of the ligand-receptor complex (Allen
et al., 2003; Hilal-Dandan et al., 1997). The nature of the slowly dissociating receptor
ligand complex formed between ET-1 and its receptors is currently poorly understood
and fundamental differences exist in the interaction of ET-1 with ETAR versus ET8R.
Human (Takasuka et aï., 1992a; Takasuka et al., 1994) and canine (Takasuka et al.,
1992b) ET8R form a complex with ET-1 that is stable, at reduced temperatures, in the
presence of SDS whereas the ETA-ET-1 complex dissociates under these conditions.
Similarly, in acidic conditions human ETAR, but flot human ETBR, releases ET-1
(Takasuka et al., 1992a). These long-lasting receptor-ligand complexes do flot appear to
continue to mediate signalling events as within 4 minutes of ligand binding, both ETAR
and ETBR undergo phosphorylation, mediated by G protein activated kinases (GRKs),
and desensitization (Freedman et al., 1997). In addition, ETAR internalize in a ligand
dependent manner (chun et al., 1995). Once internalized, ETAR follow the recycling
pathway through the pericentriolar recycling compartment and then back to the plasma
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membrane (Bremnes et al., 2000). In contrast, ETBR intemalize constitutively, without a
requirement for ligand binding, and the internalized receptor is targeted to the lysosomes
for degradation (Bremnes et al., 2000; Oksche et al., 2000). In aduit ventricular
myocytes, ETAR distribute primarily on surface membranes whereas ET3R are primarily
on the nuclear membrane (Boivin et al., 2003; Robu et al., 2003). The fate of each
receptor subtype is under the control of specific elements regulating protein trafficking.
Chimeric ETAR and ET8R constructs, where the C-terminal tails have been exchanged,
reveal that the cytoplasmic C-terminal domain of ETAR is sufficient to specify the
receptor be recycled whereas the comparable domaïn in ET8R specifïes delivery to
)ysosomes (Abe et al., 2000; Paasche et al., 2001). It is difficult to reconcile resuits from
radioligand binding studies, indicating ETAR form a receptor ligand complex that is
essentially irreversible, with studies of receptor trafficking, demonstrating that
ETAR—ET-1 complexes internalize and then EI’AR recycle to the celi surface.
One interesting difference between the ETAR—ET-1 complex and the ETBR—ET-1
complex lias been the observation that acetyl salicylic acid or salicylic acid reduce ET-1
binding, with an IC of 1OE2 M, by promoting the dissociation of the ETAR—Ef-l
complex whereas the ETB—ET-1 complex is unaffected (Blandin et aï., 2000; Talbodec et
aÏ., 2000). Salicylates are currently thouglit to act via an allosteric binding site within the
EFAR. These studies employed membranes isolated from stable transfectant CC139
fibroblasts expressing functional rat ETAR or ETBR. As apparent differences have been
noted in ET-1 binding between intact ceils and isolated membranes (Desmarets et al.,
1996; Hara et al., 1998), the aim of the present study was to determine if salicylic acid
alters the binding of ET-1 to endothelin receptors on intact ventricular myocytes freshly
isolated from aduit rat heart. We show here that, in both intact cardiac ventricular
myocytes and membranes isolated from myocytes, ET-1 binding was reduced
significantly by 100 mM salicylic acid but flot by lower concentrations that were effective
in membranes isolated from transfected fibroblasts. SA also increased the T-E-Y
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phosphorylation of p42/44 ERK MAP kinases and of an unidentified 40 kDa protein.
Interestingly, p40 phosphorylation was unaffected by the MEK inhibitor PD98059, but
inhibited by SB203580, an inhibitor of p38cc and p38f3 MAP kinases. Neither PD98059
nor SB203580 altered the ability of SA to induce ET-1 dissociation and thus ERK and




Materials. [“I]Endothelin-1 (2000 Ci/mmol) was obtained from Amersham Pharmacia
Biotech (Oakville, Ontario). Non-Iabeled endothelin-1 (ET-1), BQ61O, and BQ7$8 were
from American Peptides Co. (Sunnyvale, CA). Salicylic acid was ACS grade from EM
Science. Essentially fatty acid-free BSA was from Sigma Chemical Co (Mississauga,
Ontario). Membrane grade (reduced) Triton X-100, leupeptin, and PMSF were from
Roche Molecular Bi ochemicais (Lavai, Québec). SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) reagents, nitrocellulose, and Bradford protein assay reagents were from
Bio-Rad Laboratories (Canada) Ltd. (Mississauga, Ontario). Microcystin LR was from
Calbiochem-Novabiochem Corp. (San Diego, CA). Antibodies recognizing both ERK1
(p44) and ERK2 (p42), raised against a synthetic peptide,
CGGPFTFDMELDDLPKERLKELIFQETARFQPGAPEAP, which corresponds to
residues 333-367 of rat ERKÏ MA? kinase, were from Upstate Celi Signaling Solutions
(Lake ?lacid, NY). Anti-phospho-ERK1/2 (T-E-Y) and p38 MAP (T-G-Y) kinases were
from New England BioLabs (Mississauga, Ontario). Unless otherwise stated, ail reagents
were of analytical grade and were purchased from VWR Canlab (Ville Mont-Royal,
Quebec) or Fisher Scientific (Mississauga, Ont.). NanoPure-grade water was used
throughout these studies.
Isolation of Ventricular Myocytes. Animais were cared for in accordance with the
principals and guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague
Dawley rats (150-180 g) were injected intraperitoneally with 500 U of heparin and
anesthetized with pentobarbital (60 mglkg). The hearts were then rapidly removed.
Calcium-tolerant cardiomyocytes were isolated as described previously (Allen et al.,
2003; Rodrigues and Severson, 1997). Briefly, hearts were rinsed (6-7 ml/min, retrograde
perfusion) for 4 min at 37 °C in Joklik MEM buffer supplemented with 25 mM NaHCO2,
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1.2 mM MgSO4, and 1 mM DL-carnitine (Buffer A). Hearts were then perfused for 15
min at 6-7 ml/min with Buffer A containing collagenase (Worthington CLS2, 160 U/mf),
25 iM CaC12, plus 0.1% fatty acid-free BSA (Buffer B). With atria and vessels removed,
the ventricles were cut open, transferred into Buffer A containing 0.5% fatty acid-free
BSA (Buffer C) plus 25 M CaCl2, and incubated at 37 °C in an shaking water bath (100
rev/min) for 10 min under an atmosphere of 95% 02/5% C02. The medium was then
removed by aspiration, replaced with 13 ml of buffer B, and the incubation continued.
After 7 mm, dissociated myocytes were decanted into a 50-ml Falcon centrifuge tube.
The residual tissue pieces were washed twice with 10 ml of Buffer C/250 iM CaCI2 and
the myocytes pooled in the centrifuge tube. The celi suspension was centrifuged for 1 min
at 45 X g, the supernatant aspirated, and the ceil pellet gently resuspended into 10 ml of
Buffer C/250 tM CaCl2. Following centrifugation for 1 min at 45 X g, ceils were
resuspended in 15 ml of Buffer C/500 M CaC12 and filtered through a 200 tm nylon
mesh. The cell suspension was allowed to sediment for 15 min at 1 X g under 95%
°2’
C02. The supernatant was removed by aspiration and the cardiomyocytes resuspended
into 10 ml of Buffer C/500 iM CaC12. The preparation provided 4 to 8 million cells/heart
with 70 to 85% viability, as assessed by quiescent cetis with rod-shaped morphotogy. No
ceils other than ventricular myocytes were observed.
Isolation of Membranes from Ventricular Myocytes. Membranes were prepared from
freshly isolated cardiac ventricular myocytes as previously described (Boivin and A]len,
2003). Briefly, myocytes were suspended in ice-cold homogenization buffer (10 mM Na
HEPES pH 7.5, 5 mM MgC12, 0.1% -mercaptoethanol, 25 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 20
mM 3-glycerophosphate, 10 mM benzamidine, 0.5 mM PMSF, 25 ig/ml leupeptin, and 5
mM DTT) and disrupted by sonication (3 X 10 sec at an amplitude of 15% using a
microprobe) wïth a Sonic & Materials Inc. sonicator (Model VCX 400). Nuclei and
unbroken celis were sedimented by centrifugation at 600 X g and 5 °C for 5 min.
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Membrane ami cytosolic fractions were then separated by centrifugation at 100,000 X g
and 5 oc for 60 min in a Beckman Ti 90 rotor. The resulting pellets, containing the celi
membranes, were resuspended in 250 d of homogenization buffer.
Receptor Binding Assays. Radioligand binding assays were performed in Buffer D (Joklik
MEM supplemented with 40 pM [1251JE1’4 (2000 ci/mmol), 25 mM HEPES, 1.2 mM
MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL-carnitine, 10 ig/ml leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500 iM
Cacl2, pH 7.4 at 24 oc) at 4 °c, 24 °c, or 37 °c (Allen et al., 2003). Incubation times
were as indicated in the figure legends. The reaction volume was 250 d and contained
50,000 cells. Non-radioactive ET-1, BQ61O, and BQ7$8 were prepared as 10 mM stocks
in 100% DMSO. Salicylic acid was prepared fresh daily as a stock solution in Buffer D
and the pH readjusted to 7.45 unless otherwise indicated. Buffer, ligand and antagonists
were combined in the tubes (12 X 75 mm polypropylene) and binding was initiated by the
addition of a 100 d aliquot of ceils suspended at 500,000 cell/ml in buffer D. Where
indicated, isolated membranes (10 p.g!tube) were used in place of intact celis. Preliminary
experiments were performed to ensure that specific ET-1 binding was linear with protein
concentration and that less that 5% of the total [‘I]ET-1 was bound. Non-specific
binding was measured as the binding obtained in the presence of iOE7 M non-labeled ET
1. Binding was terminated by rapid filtration under reduced pressure through Whatman
glass microfiber filters (GFIC) with a celI harvester (Brande!). Tubes and filters were
rinsed three times with cold 25 mM Tris-Hcl, pH 7.5. Before filtration, filters were
blocked by incubation for 60 min in 50 mM Tris-HCI pH 7.5 containing 5% (wlv) dry
skim milk powder (carnation). Radioactivity on the filters was quantified using a gamma
counter (LKB Wallac). To determine the specific activity of the [‘IJET-1 solution, 10 il
aliquots were quantïfled in quadruplicate by gamma counting during each binding assay.
Data was analyzed by iterative curve-fitting using a non-linear-fitting program (Prism
3.Ocx, GraphPad Software).
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Determination ofPhospho-MAP Kinases. Phospho-ERK1/2 and p38 MAP kinase were
determined in lysates using phospho-specific antibodies following the procedure
described by the manufacturer. Stimulation and lysate preparation was as described
previously (Chevalier and Allen, 2000; Chevalier et al., 2000). Briefly, myocytes were
divided into aliquots in 1.5 ml microcentrifuge tubes and used immediately after
isolation. Celis were incubated in the presence or absence of various concentrations of
SA and the presence or absence of 100 nM ET-1 for 5 min at 24 °C. Where employed,
S3203580 and PD98059 were added to a final concentration of 10 mM from 10 mM
stock solutions and incubations were for 5 min at 24 °C. To terminate the incubation,
celis were chilled to O °C for 1 mm, pelleted in a microcentrifuge at 3,000 rpm and 5 °C
for 5 mm, and resuspended in 0.5 ml of ice-cold lysis buffer that comprised 50 mM Tris
HCI (pH 7.5 at 5 °C), 20 mM b-glycerophosphate, 20 mM NaF, 5 mM EDTA, 10 mM
EGTA, 1 mM Na3VO4, 10 mM benzamidine, 0.5 mM PMSF, 10 mg/ml leupeptin, 5 mM
DTT, 1 mM microcystin LR, and 1% (v/v) Triton X-100 (reduced). Cells were extracted
by mixing for 15 min at 5 °C using a clinical rotator, centrifuged at 13,000 x g and 5 °C
for 15 mm, and the soluble fraction retained. Aliquots (100 mg) of each lysate were
resolved by electrophoresis on 10-20% acrylamide-gradient SDS-PAGE. Followïng SDS
PAGE, samples were transferred at 100 V and 5 °C for 90 min onto 0.2 mm reinforced
nitrocellulose membranes in 25 mM Tris base, 192 mM glycine, and 5% methanol.
Membranes were blocked for 2 hr in a solution of 5% (wlv) skimmed milk powder
(Carnation) in 25 mM Tris (pH 7.5 at 20 °C), 150 mM NaC1 (TBS), and 0.05% (vlv)
Tween-20 (TBST) then incubated with primary antibodies, diluted 1:1000 with 1% BSA
plus 0.04% (wlv) sodium azide in TBST, for 16 hr at 5 °C. After washing with TBST,
membranes were reblocked for 10 min with TBST containing 5% skimmed milk powder
and then incubated in the presence of horseradish peroxidase-labeled anti-rabbit
immunoglobulin, diluted 1:20,000 in blocking buffer, for 2 hr at room temp. Immune
complexes were detected by the ECL Western blotting detection method (Renaissance
4$
Plus, NEN Life Sciences, Boston, MA) according to the manufacturer’s instructions ami
visualized using Kodak BioMax ML or MR film. Immunoblots were quantified by
digitizing on a flat bed scanner and analyzed with Quantity One software (Version 4.4,
Bio-Rad Laboratories, Inc.). In order to reprobe the nitrocellulose membranes, they were
stripped by incubating twice for 15 min at room temperature in 0.2 M NaOH, with
constant mixing, followed by a brief rinse with TBST ($uck and Krupinska, 1996; Wang
et al., 1999). Membranes were subsequently blocked and incubated with primary
antibodies against total ERK1/2, as described above, to ensure equal sample loading.
Statistical Analysis. Data are represented as the mean ± the standard error (SE) of the
mean. The significance of differences between groups was estimated using unpaired T
tests or one-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc analysis (Prism 3.Ocx,
GraphPad Software) as described in figure legends. Differences were considered
significant when p <0.05. Protein concentrations were measured according to the method
of Bradford (Bradford, 1976) using bovine ‘-globu1in as a standard.
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Resufts
Formation of the ET-1 receptor-ligand complex is essentially irreversible and this
may represent a serious limitation with respect to the effectiveness of ET receptor
antagonists. Acetyl salicylic acid and salicylic acid (SA) were recently shown to reduce
[‘IJET-1 binding by promoting the dissociation of [‘I]ET-1 from recombinant rat E1’AR
in membranes isolated from CC139 fibroblasts (Talbodec et al., 2000). Under similar
experimental conditions, binding to recombinant rat ETBR was unaffected. To determine
if SA is also capable of producing this effect in intact cardiac myocytes, the binding of
ET-1 to freshly isolated intact myocytes was detennined in the absence or presence of
SA. In the present studies SA was employed at a concentration of 5 mM and binding
determined under previously established conditions (Allen et al., 2003): in isolated
membranes, 10 mM SA produced a 50% reduction in specific [I]ET-1 binding
(Talbodec et al., 2000). Association was followed for 1 hr, in the presence or absence of
SA, and SA did flot modify the binding of ET-1 (Fig. 1). To study dissociation, binding
of [“I]ET-1 was initiated, in the presence or absence of SA, and allowed to proceed for
60 min at room temperature, at which lime non-labeled ET-1 was added to a
concentration of 0.1 M, representing a 2,500-fold excess, to prevent further binding of
[125IJET..1. As reported previously (Allen et aÏ., 2003), a component (ca 15%) of total
specific bound [IJET-1 dissociated within 30 minutes whereas the remaining 85%
remained bound for the duration of the experiment (Fig. 1). In this experiment, the pH of
SA stock solution was adjusted to 7.45 to be compatible with the ceil isolation and
binding media. As acidic conditions induce human ETAR, but flot human ET8R, to release
ET-1 (Takasuka et al., 1992a), the effect of SA upon the association and dissociation of
ET-1 was determined following the addition of SA from a stock solution where the pH
had flot been adjusted to 7.45; however, no effect of SA upon [1%]ET-1 binding was
observed (Not shown).
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Based upon [1%JET-1 binding, the ratio of ETAR t E1’R on the surface of intact
aduit rat ventricular myocytes is 4: 1 (Allen et al., 2003). In order to determine if there
were any receptor subtype-specific effects of SA in these celis, 1 1iM BQ61O or BQ7$8
were employed to block, respectively, ETAR and ETBR and the association and
dissociation of [‘I]ET-1 studied as described above. No effect of SA was observed upon
[1151]ET-1 binding to either receptor subtype (Not Shown). Another possible explanation
for the Jack of observed effect of SA in intact myocytes is internalization of the
ETR—[’I]Er-1 complexes. However, neither association (Fig. 2A) nor dissociation (fig.
23) were effected by SA when binding was performed at 4°C, 24°C, or 37°C. Receptor
intemalization would occur at 4°C. Hence, receptor internalization was flot preventing SA
from modifying the kinetic parameters of the ET receptor-ligand complexes and at a
concentration of 5 mM, SA did flot alter [‘I]Er-1 binding in intact myocytes.
In light of the above resuits we examined the concentration-dependency of SA for
reducing ET-1 binding in order to determine if the IC for SA in intact myocytes differed
from values previous obtained using membranes isolated from fibroblasts transfected
with rat ETAR. Following 1 hr of incubation, ET-1 binding was reduced significantly (p <
0.001, ANOVA) from 4.13 ± 0.39 to 1.75 ± 0.17 fmol/50,000 celis in the presence of 100
mM SA (Fig. 3A). Aithougli binding was reduced in the presence cf 10 mM SA, a
concentration equivalent to the IC for SA in fibroblast membranes, this difference was
not statistically significant in intact myocytes. To examine the effect of SA concentration
upon dissociation, following binding for 1 hr, excess ET-1 (0.1 IAM) was added and
incubation was continued for 2 additional hours (Fig. 33). SA reduced [‘I]ET-1 binding,
but this inhibition was significant only at a concentration of 100 mM. Intersfingly, an
examination of the ratio of [‘I]ET-1 bound following 2 hr in the presence of excess non
Iabeled ET-1 versus [‘%JET-l bound following 1 hr incuation with [‘%]ET-l alone
revealed that dissociation was increased in the presence on 100 mM SA (fig. 3C). In
order to determine if the effect of SA upon the kinetics of ET-1 binding required
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cytosolic elements, the effect of SA upon [‘IJET-1 binding was determined in
membranes isolated from myocytes. Similar resuits were observed when binding was
performed upon membranes isolated from ventricular myocytes (Fig. 4A & B). However,
the ratio of [‘IJEr-1 bound following 2 hr in the presence of excess non-labeled ET-1
versus [‘IJET-1 bound following 1 hr incuation with [‘I]ET-1 was unaffected by SA in
isolated membranes (Fig. 4C). Hence, in both cardiac myocytes, and membranes isolated
from myocytes, SA reduced ET-1 binding, but at much higher concentrations than
observed using membranes isolated from fibroblasts transfected with rat ETAR.
We then examined if the concentration of SA required to inhibit post receptor
signalling events corresponded with that required induce ET-1 dissociation from ETR.
One of the signalling processes activated by ET-1 in ventricular myocytes is the ERK
MAP kinase cascade. Hence, the ability of SA to inhibit ET-1-induced ERK1/2
phosphorylation, an index of activation, was examined. As ET-1—mediated ERK
activation reaches its maximum within 3-5 min and retums to baseline following 10 min
of stimulation’ with 100 nM ET-1, a stimulation time of 5 minutes was employed.
Phosphorylation was determined using antisera specific for the dual-phosphorylated form
of the T-E-Y motif Iocated in the activation ioop of ERK1/2. ET-1 increased levels of
both phospho-ERKÏ (p44) and phospho-ERK2 (p42) (Fig. 5A,B). SA induced a modest,
but incomplete, reduction in ET-1—induced ERK phosphorylation. An examination of the
effect of SA alone, in the absence of ET-1, revealed that at elevated concentrations, SA
induced ERK phosphoiylation (Fig. 5). Interestingly, following incubation with 100 mM
SA, in the presence or absence of ET-1, a 40-kDa band (p40) was detected using the anti
phospho-ERK antibodies. No band of this electrophoretic mobility was detected using
antisera to total ERK1/2 (flot shown). PD98059, an inhibitor of MEK activation,
produced a small, but flot significant reduction in SA-mediated ERK phosphorylation. In
contrast, the p38 MAP kinase inhibitor SB203580 (Fig. 6) furtlier increased the
phosphorylation of both p42 and p44 ERK and this increase differed significantly from
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both control levels and those in the presence of SA+PD. Pliosphorylation of p40 was
unaffected by PD98059 but markedly reduced by SB203580 (Fig. 7). To determine if
these post receptor signaling events play a role in the SA-induced alteration in the
kinetics of ET-1 binding, the effect of SB203580 and PD9$059 were examined in
radioligand binding assays. However, neither inhibitor altered the ability of 100 mM SA
to alter ET-1 binding in intact myocytes (Fig. $A,B).
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Discussion
The irreversible nature of the ET-1 receptor-ligand complex presents potential
problems with respect to the effectiveness of endothelin receptor antagonÏsts as
therapeutic agents. In this study we show that the binding of [‘IJEr-1 to its receptors on
aduit rat ventricular myocytes was altered by salicylic acid (SA). However, whereas the
IC of SA was 10 mM SA in studies employing recombinant rat ETAR in membranes
isolated from CC139 fibroblasts (Talbodec et al., 2000), concentrations on the order of
100 mM were required in order to produce a significant reduction in ET-f binding in
myocytes or membranes isolated from these celis. As IC values of 2 mM (salicylic acid)
and 3 mM (acetyl salicylic acid) were obtained for inhibition of ETAR-mediated
mobilization of intracellular Ca2 in cerebral vascular endothelial ceils (Talbodec et al.,
2000), it is unlikely that the reduced sensitivity to SA observed in intact myocytes
refiected differences in the accessibility of SA to binding sites on the ETAR in intact celis
versus isolated membranes. Similar concentration of SA were required to alter the
dissociation properties of the ETR, activate p42 and p44 ERK MAP kinases, and I nduce
the phosphorylation of a 40 kDa protein. Although the mechanism whereby SA acts upon
ETAR has been shown to be via allosteric regulation, and this effect is a characteristic of
numerous derivatives of benzoic acid and salicylic acid (Blandin et al., 2000), the site of
action of SA within the ETAR and its orientation with respect to the ceil interior remains
to be determined. lnterestingly, an allosteric role, in addition to its direct action as a
competative ETAR antagonist, bas been proposed for BQ123 (Sokolovsky, 1993).
ETAR localize primarily to the plasma membrane (Abe et al., 2000; Boivin et al.,
2003; Robu et al., 2003) and internalize in a Jigand-dependent manner (Chun et al.,
1995), in a process thought to be clathrin-mediated, passing through early endosomes for
subsequent sorting (Bremnes et al., 2000). E1’AR have also been shown to localize to
caveolae and internalize with caveolin (Chun et al., 1994; Okamoto et al., 2000).
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However, the reported differences in ET’AR intemalization may depend upon celi type as
well as other factors underlying pathway selection. Once intemalized, whether via
clathrin or caveolin, ETAR pass through the pericentriolar recycling compartment and
then back to the plasma membrane (Bremnes et al., 2000). In light of the long liaif-life of
the receptor-ligand complex, it remains to be explained how the EJ’AR-El’-l complexes
dissociate upon internalization, allowing ETAR to return to the celI surface in order to
participate in another round of ligand binding, signal initiation, and internalization.
Perhaps the time required for recycling of the ETAR is greater than the half-life of the
receptor ligand complex. Alternatively, there may exist an intracellular ligand that
interacts with the internalized ETAR-ET-1 complex and induces its dissociation. If so,
both the allosteric site and its ligand represent important potential targets for therapeutic
intervention.
SA-mediated relaxation of ET-1-induced contractions are faster that SA-induced
dissociation of ET-1 receptor complexes (Talbodec et al., 2000). This suggests SA lias
more than one target within the celi. In the present study SA activated the ERK MAP
kinase cascade. Similarly, effects of salicylate and/or salicylate derivatives have been
reported on other MAP kinases cascades. In human fS-4 fibroblasts, salicylate (20 mM)
inhibits TNF-induced ERK and JNK activation whule activating p38 MAP kinase
(Schwenger et al., 1997; Schwenger et al., 1996). However, ERK and JNK activation in
response to EGF stimulation is much less sensitive to inhibition by SA in these ceils
(Schwenger et al., 1997; Schwenger et al., 1996). In COS-1 and HT-29 ceils, SA alone
activates JNK whereas is inhibits the more potent activation of JNK produced by TNF
(Schwenger et aï., 1999). In the present study, SA reduced ET-1 binding in both intact
ceils and isolated membranes and this effect was flot altered by inibitors of the p38 or
ERK MAP kinase pathways. However, the effects of SA upon dissociation appeared to
differ in that in intact celis, but flot isolated membranes, a clear effect upon dissociation
was detected in the presence of 100 mM SA. Hence, SA may be influencing cellular
55
responses to ET-1 via stimulatory and/or inhibitory effects upon other signalling
pathways in addition to its direct effects upon the ER and these effects are dependent
upon the type of celi emptoyed, the study of recombinant versus endogenous receptors,
and the use of intact tissue and celis versus isolated membranes.
In conclusion, the present study demonstrates that, in the intact rat ventncular
myocytes, ET-1 binding was reduced by salicylic acid; however, higher concentrations
were required in intact myocytes than described previously for recombinant rat ETAR in
isolated membranes. Studies are currentty underway to explain the apparent differences
between fibroblasts and ventricular myocytes and to identify the 40 kDa protein that
underwent phosphorylation at a T-E-Y motif in response to 100 mM SA.
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Figure 1. Effect of sa]icylïc acïd upon the bïnding and dissociation of ET-1. Myocytes
were incubated with [‘I]ET-1 (40 pM) in Buffer D (Joklik MEM supplemented with 25
mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL-carnitine, 10 pgIm1 leupeptin, 0.2
mM PMSF, 500 iM CaCl2, pH 7.4 at 24 °C) in the absence (solid) or presence (open) of
5 mM salicylic acid. After 60 mm, excess non-radioactive ET-1 (0.1 cM) was added. At
the indicated times, binding of [‘91Er-1 was assessed as described in Methods. $alicylic
acid stock solutions were adjusted to pH 7.45. Data shown are means (±SE) of 5
independent experiments using separate celi isolations. Each experiment was performed
in quadruplicate.
Figure 2. Effect of temperature on [‘%JET-l binding in the presence and absence of
salicylic acid. Myocytes were incubated with [‘%]Er-l (40 pM) in Buffer D (Joklik
MEM supplemented with 25 mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL
carnitine, 10 tg/m1 leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500 M CaC12, pH 7.4 at 24 °C) in the
absence (open) or presence (solid) of 5 mM salicylic acid at 4 oc, 24 °C, or 37 °C. (A) To
study the association of ET-1, ceils were incubated at the indicated temperature in the
presence of [‘%JET-l for 60 min and then binding terminated by rapid filtration. (B) To
study the dissociation of ET-1, ceils were incubated at the indicated temperature in the
presence of [‘%JET-l for 60 min at which time excess non-radioactive ET-1 (0.1 iM)
was added and the incubation continued for an additional 2 hrs. Binding was terminated
by rapid filtration and [‘%]ET-l binding was assessed as described in Methods. Data
shown are means (±SE) of 3 independent experiments using separate celi isolations. Each
experiment was performed in quadruplicate.
Figure 3. 111gb concentrations of salicylic acid reduce ET-1 binding in intact
myocytes. Myocytes were incubated with [‘%JET-l (40 pM) in Buffer D (Joklik MEM
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supplemented with 25 mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL-carnitine, 10
g/mI leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500 iM CaC12, pH 7.4 at 24 °C) and either the absence
(-) or presence of the indicated concentration of salicylic acid. (A) To study the effect of
salicylic acid upon the association of ET-1, celis were incubated at room temperature in
the presence of [‘1]Er-1 for 60 min and then binding terminated by rapid filtration. (B)
b study the effect of salicylic acid upon the dissociation of ET-1, celis were incubated in
the presence of [1IJET-1 for 60 min at which time, excess non-radioactive ET-1 (0.1
iM) was added and the incubation continued for an additional 2 hrs. Binding was
terminated by rapid filtration and [‘I]ET-1 binding was assessed as described in
Methods. (C) To determine if salicylic acid altered the rate of dissociation the ratio of
[1I]ET-1 bound after 1 hr (A) versus that remaining after 2 hour incubation in the
presence of excess non-J abeled ET-1 (B) was determined for each SA concentration. Data
shown are means (±$E) of 4 independent experiments using separate celi isolations. Each
experiment was performed in quadruplicate. * p <0.05 vs. control (-), ‘p <0.001 vs.
control (-) (ANOVA with Dunnett’s posthoc analysis).
Figure 4. Effect of salicylic acid upon ET-1 binding in isolated membranes. Myocytes
were isolated and membranes prepared as described in ‘Methods’. Isolated membranes (10
ig/tube) were incubated with [“IJET-1 (40 pM) in Buffer D (Joklik MEM supplemented
with 25 mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA, I mM DL-carnitine, 10 gIml
leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500 iM CaC12, pH 7.4 at 24 °C) and either the absence (-) or
presence of the indicated concentration of salicylic acid. (A) To study the effect of
salicylic acid upon the association of ET-1, membranes were incubated in the presence of
[1IJET-1 for 60 min and then binding terminated by rapid filtration. (B) To study the
effect of salicylic acid upon the dissociation of ET-1, membranes were incubated in the
presence of [1%JET-1 for 60 min at which time, excess non-radioactive ET-1 (0.1 iiM)
was added and the incubation continued for an additional 2 hrs. Binding was terminated
Mby rapid filtration and [‘I]Er-1 binding was assessed as described in Methods. (C) To
determine if salicylic acid altered the rate of dissociation the ratio of [‘IJET-1 bound
after 1 hr (A) versus that remaining after 2 hour incubation in the presence of excess non
labeled E1’-l (B) was determined for each SA concentration. Data shown are means
(±SE) of 4 independent experiments using membranes prepared from different ceil
isolations. Each experiment was performed in quadruplicate. * p <0.05 vs. control f-)
(unpaired T-test).
Figure 5. Effect of salicylic acid upou ERK phosphorylation. Myocytes were isolated
and incubated for 5 min at 37 oc in the presence (+) or absence f-) of ET-1 (100 nM) in
Buffer D (Joklik MEM supplemented with 25 mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA,
1 mM DL-camitine, 10 p.g/ml leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500 iiM CaCI2, pH 7.4 at 24°C)
and either the absence (-) or presence of the indicated concentration of salicylic acid.
Celis were then chilled to O °C for 1 mi pelleted in a microcentrifuge at 3,000 rpm and
5 °C for 5 min. Lysates were prepared and phospho-ERK1 (p44) and ERK2 (p42) levels
determined as described in ‘Methods’. Panel A shows a representative experiment
whereas quantification of p42 (solid) and p44 (open) phosphorylation in response to the
indicated concentrations of SA and in the presence or absence of ET-1 are shown in
panels B and C, respectively. Data shown are means (±5E) of 4 independent experiments
using separate ceil isolations.
Figure 6. Effect of MAP kinase inhibitors upon p42 ami p44 ERK phosphorylation.
Myocytes were isolated and incubated for 5 min at 37 °C in Buffer D (Joklik MEM
supplemented with 25 mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL-carnitine, 10
g/ml leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500 M CaCI2, pH 7.4 at 24 °C) and either the absence
(C) or presence of salicylic acid (100 mM, SA), salicylic acid plus PD9$059 (10 iM,
SA+PD), or salicylic acid plus SB203580 (10 tM, SA+SB). Preincubations with
SB203580 or PD98050 were for 5 min. Ceils were then chilled to O °C for 1 mm, pelleted
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in a microcentrifuge at 3,000 rpm and 5 oc for 5 min. Lysates were prepared and T-E-Y
phosphorylation of p42 (solid) and p44 (open) was determined by immunoblotting as
described in ‘Methods’. Data shown are means (±SE) of 4 independent experiments using
separate ceil isolations. *p <0.05 vs. control (C), **p <0.01 vs. control (C), p <0.05
vs. SA+PD (ANOVA with Dunnett’s posthoc analysis).
figure 7. Effect of MA? kinase inhibitors upon p40 pliosphorylation. Myocytes were
isolated and incubated for 5 min at 37 oc in Buffer D (Joklik MEM supplemented with
25 mM HEPES, 1.2 mM MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL-camitine, 10 ig/ml leupeptin,
0.2 mM PMSF, 500 M CaCI2, pH 7.4 at 24 °C) and either the absence (C or presence of
salicylic acid (100 mM, SA), salicylic acid plus PD98059 (10 cM, SA÷PD), or salicylic
acid plus SB203580 (10 iM, SA+SB). Preincubations with SB203580 or PD98050 were
for 5 min. Celis were then chulled to O °C for 1 mm, pelleted in a microcentrifuge at 3,000
rpm and 5 °C for 5 min. Lysates were prepared and T-E-Y phosphorylation of p40 was
determined by immunoblotting as described in ‘Methods’. Data shown are means (±SE) of
4 independent experiments using separate celi isolations. ** p < 0.01 vs. SA (ANOVA
with Dunnett’s posthoc analysis).
figure $. Effect of PD9$059 and SB203580 upon the binding and dissociation of ET
1. Myocytes were incubated with [‘IJET-1 (40 pM) and in the presence or absence or
SA (100 mM) plus BQ61O (1 1iM), BQ7$8 (1 iM), PD98059 (10 p.M), or SB203580 (10
iM), as indicated, in Buffer D (Joklik MEM supplemented with 25 mM HEPES, 1.2 mM
MgSO4, 0.5% BSA, 1 mM DL-carnitine, 10 tg/ml leupeptin, 0.2 mM PMSF, 500
CaCI2, pH 7.4 at 24 °C). (A) To study the effect of MAP kinase inhibitors and SA upon
the association of ET-1, celis were incubated at room temperature in the presence of
[1251JET.-1 for 60 min and then binding terminated by rapid filtration. (B) To study the
effect upon the dissociation of ET-1, celis were incubated in the presence of [‘I]Ef-1 for
60 min at which time, excess non-radioactive ET-1 (0.1 iM) was added and the
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incubation continued for an additional 2 hrs. Binding was terminated by rapid filtration
and [‘1JET-1 binding was assessed as described in Methods. Data shown are means
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SA - - - - - + + + ÷ +
BQ6IO - + - - - - + - - -
BQ788 - - + - - - - ÷ - -
PD98059 - - - + - - - - + -
SB203580 - + +
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CHAPITRE 3. DISCUSSION GÉNÉRALE
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DISCUSSION
La liaison quasi-irréversible est une propriété unique et très spécifique aux
récepteurs à l’ET-l (Allen et al., 2003; Blandin et cl., 2000; Waggoner et al., 1992). La
caractérisation du mode d’interaction ET-1/ETR peut être la clé pour accéder à la
compréhension des rôles physiologiques et pathophysiologiques joués par cette protéine.
Tout d’abord et avant de commencer à tester notre hypothèse, il était important de
savoir exactement quel(s) type(s) de récepteur à l’ET-l se trouve(nt) sur les
cardiomyocytes ventriculaires adultes?
L’ET-l produit ses réponses via deux types de récepteurs, ETA et Fr3. Le type B
du récepteur se divise en deux sous types avec une légère variation dans la séquence
primaire de la protéine: FB1 et ETB2 (Arai et al., 1990; Clozel et al., 1992; Davenpot et
al., 1993; Haynes et al., 1995; Hirata et al., 1989; Lin et al., 1991; Sakurai et al., 1990;
Seo et al., 1994; Spieker et al., 2001; Sumner et al., 1992). Notre étude précédente
confirmait la présence des sous-types A et B sur les cardiomyocytes ventriculaires adultes
(Allen et al., 2003). En effet, les cardiomyocytes fraîchement isolés à partir des
ventricules de coeur de rat adulte ont été utilisés dans cette étude, et il a pu être démontré
que l’ET-l lie son récepteur (Kd = 0.52 ± 0.13 nM) avec un B de 2.10 ± 0.25 x 10
sites par cellule. L’expérience de compétition de liaison en utilisant un antagoniste
spécifique du récepteur de type A (BQ61O) déplaçait la liaison d’[’%JFr-lde plus de
80%, alors que l’antagoniste d’ETB (le BQ7$$), seul déplaçait la liaison d’environ 15%.
Ceci suggère que l’ETA domine avec une portion d’environ quatre fois plus que celle de
l’ETB (ETA:ETB, 80:20) sur les cardiomyocytes ventriculaires de coeur de rat adulte
(Allen et al., 2003). De plus, nous avons soulevé la possibilité d’avoir les deux sous-types
du récepteur ETB (ETB1, ETB2) dans notre modèle cellulaire. Des études antérieures
prouvent aussi la présence d’ETA et d’ETB sur les myocytes humains avec un ratio très
similaire à celui trouvé chez le rat (85% ETA; 15% Fr3, (Thibault et al., 1995)). De
plus, une étude précédente effectué dans notre laboratoire prouve la présence de deux
types de récepteurs sur la membrane nucléaire des cardiomyocytes dans une proportion
70-80% ETA vs 20-30% Fr3 (Boivin et al., 2003).
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L’irréversibilité de la liaison d’ET-l sur son récepteur est connue depuis longtemps
(Levin, 1995; Mayes, 2003; Ortega Mateo et al., 1997), mais les conséquences de cette
interaction ne sont pas totalement claires. Lewagger et ses collègues ont été les premiers à
montrer que la dissociation du complexe E1’-l/récepteur est très faible, avec une valeur
de lCd dans l’ordre de pM. Pareillement, HuaI Dandan et al., démontrent cette
irréversibilité de liaison dans les cardiomyocytes néonatales (Allen et al., 2003; HuaI
Dandan et al., 1997) et Modesti et ses collaborateurs détectent ce type de liaison sur des
fractions membranaires de cardiomyocytes humains (Allen et al., 2003; Modesti et al.,
1999). D’autres études ont permis de démontrer que l’ET-l forme un complexe très
stable avec le récepteur ETB, même à basse température (4°C) et/ou en présence du SDS
(Takasuka et al., 1992a; Takasuka et al., 1992b; Takasuka et al., 1994). Sous ces
conditions, le complexe ET-lIFTA est moins stable (Boscoe et al., 2000; D’Orleans-Juste
et al., 2002; Goraca, 2002; Takasuka et al., 1992a; Waggoner et al., 1992).
La nature de la liaison ET-1IETA semble variée avec l’espèce étudiée. En effet, une
étude effectué par Huai Dandan et ses collaborateurs montre qu’au niveau des
cardiomyocytes ventriculaires chez des rats néonataux n’exprimant que l’ETA, le
traitement à l’acide ne libère qu’une petite fraction de l’FT-l (Hilal-Dandan et al., 1997).
Ceci suggère qu’une différence dans le mécanisme d’interaction E1’-l/ETR peut exister
entre l’humain et le rat. Des plus, notre étude précédente supporte l’idée qu’un complexe
intermédiaire réversible peut précéder la formation du complexe quasi-irreversible entre
l’Er-l et le sous-type A du récepteur. Ceci explique le fait qu’une fraction du complexe
ET-YIETA, et non pas la totalité est dissociée. Dans le cas de l’ETB, deux mécanismes
sont possibles 1) l’état transitoire est très rapide ceci pourrait expliquer pourquoi nous ne
pouvons le détecter, 2) le complexe réversible peut ne pas exister (figure 10)
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ET- 1 + EUB EU-1 :EfB
Figure 10 : Une représentation schématique des états intermédiaires menant à l’état
irreversible du complexe ET-hEUR. Dans le cas de la liaison sur 1’ETA, deux complexes
peuvent se former. Un complexe intermédiaire détectable menant à l’état final du
complexe stable, alors que dans le cas d’ETB, ce complexe intermédiaire n’est pas
détectable.
En plus de la forte affinité de l’ET-l, l’antagoniste lie les récepteurs par un mode
d’oscillation (association/dissociation). Ceci renforce la possibilité d’avoir une étape
transitoire réversible dans le cas des deux récepteurs. L’affinité de l’ET-l envers ses
récepteurs est surestimée dans la plupart des études de liaison, due à la rapidité de la
liaison pouvant nécessiter moins d’une seconde (Blandin et al., 2000; Desmarets et al.,
1996). Ceci rend l’action autocrine de l’ET-l favorisée à courte distance par rapport à
l’action paracrine. Une autre conséquence de la forte liaison d’EU-1 c’est que le niveau
circulant ne représente pas la quantité réelle de l’Er-l tissulaire (Ferrari et al., 1998).
Finalement, la quasi-irréversibilité de la liaison diminue aussi la possibilité de
compétition entre l’ET-l et ses antagonistes formant ainsi un obstacle dans le traitement
pharmacologique de certaines pathologies.
Des évidences récentes nous ont amené à vouloir étudier la nature de la liaison EU
h/ETR plus précisement. Plusieurs RCPGs sont régulés par des Jigands allostériques.
Parmi les récepteurs les mieux étudiés, on cite les récepteurs D2-dopamine (Hoare et al.,
1996) et les récepteurs A1 adénosine (Bruns et al., 1990). Il a aussi récemment été
démontré que l’aspirine et l’AS pouvaient être des inhibiteurs allostériques pour les
récepteurs à l’ET-l (avec un Ki = 10 mM) (Blandin et al., 2000; Talbodec et al., 2000).
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Ces études étaient effectuées avec des extractions membranaires isolées à partir des
cellules de rat exprimant l’ETA ou I’ETB. En se basant sur cette propriété, nous avons
étudié l’effet de l’acide salicylique sur la liaison de l’if-1 aux deux types de récepteurs,
dans les cardiomyocytes intacts fraîchement isolés du ventricule de coeur de rat adulte.
Nos résultats ont montré que la liaison de l’ET-l était déplacée par l’AS. Tout d’abord,
nous avons commencé notre étude avec une faible concentration d’AS (5 mM) en se
basant sur l’étude effectué par le groupe de Talbodec (1999). Cette concentration était
insuffisante pour compétitionner la forte affinité de l’ET-l (fig. 1), à pH acide (puisque
l’AS lui même est un agent acide et que ceci n’est pas un effet de l’acidité du milieu) ou
neutre. Par la suite, nous avons testé la spécificité de l’action d’AS sur chaque sous-type
de récepteur, et ceci a été effectué en présence de BQ7$8 (un antagoniste spécifique au
ETB) ou de BQ61O (un antagoniste spécifique au ETA). Les résultats obtenus ont
démontré que 5 mM d’AS était capable de causer la dissociation d’une faible portion du
complexe E1’AIET-l (15 %), alors que cette concentration n’avait aucun effet sur la
dissociation du complexe ETB/ET-1. De plus, nous avons testé l’effet d’une plus grande
concentration d’AS sur la dissociation de la liaison du complexe ET-1/ETR. Nous avons
trouvé qu’une concentration de 100 mM était nécessaire afin de produire une réduction
significative de la liaison d’ET-l. Une étude similaire réalisée sur des fractions
membranaires isolées à partir de fibroblastes montrait que l’IC de l’AS était de l’ordre
de 10 mM dans ce type cellulaire (Talbodec et al., 2000). Cette variabilité des
concentrations exigées pour avoir une réponse significative peut être simplement due à la
différence des modèles utilisés. En d’autres termes, ceci peut être expliqué par la
différence dans la sensibilité des systèmes utilisés (cellules vivantes versus membranes
isolées) et par la différence d’accessibilité de l’AS aux récepteurs d’El’-l. De plus, ceci
peut aussi être du à une différence de stochiométrie entre les deux systèmes (lien entre
récepteur/effecteur/protéine G).
Dans la littérature, plusieurs exemples révèlent la possibilité de déplacer la forte
liaison d’Ev-1 sur le récepteur. En effet, Wong et al., montrent qu’une forte concentration
des antagonistes aux récepteurs ETB (qui est la forme dominante sur leur modèle
d’étude) déplace la liaison d’El’-l de 80%. Cette dissociation diminue en fonction du
temps (Wu-Wong et aÏ., 1994), supportant ainsi l’idée que la liaison des antagonistes est
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plus réversible que celle de l’ET-l. De même, dans le cortex surrénalien chez l’humain,
la sarafotoxine, déplace la liaison d’Ef-l de 70% et le BQ123, inhibe la liaison d’Ev-1
de 30%. Il est à noter que sur le cortex surrénalien, le ratio ETB/ETA est de 4/1 (Nambi
et al., 1992). L’ABT-627 est un antagoniste spécifique au récepteur EI’A avec une valeur
de Ki de 0.034 M. L’ABT-627 est couramment utilisé comme médicament dans le
traitement du cancer de la prostate. Dans un système hétérologue, l’ABT-627 peut
renverser l’effet de l’ET-l sur l’intemalisation de son récepteur spécifique en déplaçant la
liaison de l’ET-l (Chiou et al., 2000). De même, le déplacement de la liaison d’Ef
1/récepteurs était aussi détecté dans les cellules Kupper ($tephenson et al., 1995), dans
les cellules granulosa au niveau de l’ovaire (Usuki et al., 1998) et dans les cellules
endothéliales du placenta chez l’humain (Kalina et at., 1992). Toutes ces études, et
beaucoup d’autres confirment la possibilité de dissocier la forte liaison de l’El’-l de ses
récepteurs avec une concentration élevée du compétiteur utilisé. Ceci appuie nos résultats
qui suggèrent qu’une forte concentration d’AS (100 mM) augmente la dissociation de la
liaision d’EI’-l/récepteurs dans les cardiomyocytes ventriculaire de rat adulte.
Une stimulation prolongée de RCPG résulte souvent en l’internalisation des
récepteurs pour réguler et limiter une réponse prolongée aux stimuli extracellulaires.
Cependant ]‘internalisation ne rend pas toujours les RCPGs inactifs. Des études
confirment que certains RCPGs sont capables de déclencher des réponses à l’interieur des
cellules. Ces réponses sont souvent médiées par les composantes de la machinerie
d’endocytose telles que la f3-arrestine et la dynamine (Bunemann et al., 1999; Cyert,
2001; Di Fiore et al., 1999; Li et al., 1999; Ogimoto et al., 2000; Tsao et al., 2001).
L’ETA et l’ETB subissent aussi une désensibilisation et l’internalisation suite à leur
stimulation par l’agoniste (Chun et at., 1995; Dupuis et al., 1999; freedman et al., 1997).
L’ETB internalisé suit la voie d’endocytose vers l’endosome et le lysosome pour être
dégradé. Cependant, l’ETA internalisé est détécté dans le compartiment d’endocytose
périnucléaire où il se libère de son ligand pour être ensuite recyclé vers la membrane
plasmique. À la membrane plasmique, l’ETA recyclé peut lier un nouvel agoniste et
prolonger la réponse (Allen et aÏ., 2003; Bremnes et at., 2000). Ceci explique la
différence des réponses produites suite à une simple injection d’Er-l. En effet, l’injection
d’une simple dose d’ET-l produit une réponse biphasique, une dilatation courte suivie
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par une phase de contraction prolongée. La courte dilatation résulte de l’effet d’ET-l sur
ses récepteurs ETB endothéliaux, qui mènent à la libération d’agents vasodilatateurs (NO
et la prostaglandine ‘2), Toutefois, I’internalisation et la dégradation du complexe ET
1/ETB font que cette phase est limitée (D’Orleans-Juste et al., 2002; Dupuis et al., 1999;
Granger, 2003; Mawji et al., 2003)} L’action d’ET-l sur ses récepteurs musculaires (où
l’ErA est le sous-type dominant), qui sont recyclés en surface, rend la réponse contractile
d’ETA efficace pour des heures (Mawji et al., 2003). Les ETRs sont internalisés via les
cages de clathrines, bien que l’ETA soit aussi détectés dans les caveolaes (Allen et al.,
2003; Bremnes et al., 2000). Dans notre étude, afin d’étudier la possibilité que l’action
réduite d’AS soit causée par une perte de sensibilité des récepteurs, nous avons étudié
l’effet de bloquer l’internalisation sur la réponse de l’AS. Nos résultats suggèrent que
l’AS n’a aucun effet sur la liaison d’ET-l sur ses récepteurs à 4°C (afin de bloquer le
mécanisme d’intemalisation des récepteurs), à 24°C (température ambiante) ou même à
37°C (température physiologique). Ceci supporte l’idée que le manque d’effet d’AS est
bel et bien du à sa faible capacité de déplacer ]a forte association ET-1/ETB à cette
concentration, et que seule une concentration plus élévée (100 mM ou plus) peut produire
un effet.
Dans les cardiomyocytes, l’ET-l et les agonistes al-adrénergiques, tel que la
phényléphrine, peuvent induire de l’hypertrophie (Cooper, 1997; Granger, 2003; Ito et
al., 1991; Mawji et aÏ., 2003; Sadoshima et al., 1993a; Sadoshima et al., 1993b; Shubeita
et al., 1990; Spieker et al., 2001; $ugden et al., 1998a). Ces agonistes peuvent provoquer
des changements morphologiques et transcriptionnels caractéristiques à cette réponse. Il
est aussi connu que les voies des MAPKs sont impliquées dans la régulation et la
transmission de la réponse hypertrophique de l’ET-l. Parmis les trois voies des MAPKs,
ERK est généralement impliquée dans la régulation de la réponse proliférative, alors que
les voies JNK et p38 sont connues pour réguler les réponses au stress (Spieker et al.,
2001; Sugden et al., 199$b). Dans les cardiomyocytes, les trois voies interviennent dans
la régulation de la réponse hypertrophique (Force et al., 2002; Granger, 2003; Hocher et
al., 1999; Spieker et al., 2001; Sugden et al., 1998a; Thibault et aÏ., 1995). Des études
récentes montrent aussi un effet additif de ces voies dans le contôle de la survie cellulaire.
Dans les cardiomyocytes néonataux de ventricule de rat, l’ET-l active les trois voies,
$2
ERK, JNK et p38 MAPK. Bien que, la régulation de la cascade de signalisation dans les
cardiomyocytes de rat adulte ne soit pas totalement comprise, une étude très récente,
montre que l’ET-l peut activer les voies ERK et p38 MAPK menant ainsi à l’activation
de leur substrat, MSK-1 (Mitogen and Stress-activated protein Kinase-1) (Markou et al.,
2002). Toutes ces études et bien d’autres prouvent que l’ET-l est capable de déclencher
les voies de signalisation des MAPKs.
À ce jour, il n’y a pas beaucoup d’études qui s’adressent à la possibilité de
déclencher la cascade des MAPKs par l’AS. L’AS produit une réponse anti-
inflammatoire en activant la voie p38 MAPK, et en inhibant ainsi l’action du TNF-a via
l’activation de NF-icB (Kupferwasser et al., 2003; Schwenger et al., 199$; Talbodec et
al., 2000; Wang et al., 2002). L’AS mène aussi à l’activation de la voie p38 MÀPK, et à
la régulation négative de la signalisation de TNF-a (Kupferwasser et al., 2003;
$chwenger et al., 199$; Wang et al., 2002). De plus, dans les fibroblastes cardiaques,
l’AS inhibe la phosphorylation sur le(s) résidu(s) tyrosine(s) de(s) l’activateur(s) de
transcription STAT1 et STAT3. Cette inhibition a comme conséquence de prevenir la
transiocation nucléaire, et la liaison sur l’ADN, des STATs1/3 (Wang et al., 2002). La
réponse de l’AS sur les STATs peut aussi être causée par la voie ERK MAPK.
Cependant, le mécanisme en est encore mal défini (Wang et al., 2002). De plus, quelques
études s’intérressent au rôle de l’AS chez les plantes. Une de ces études montre que l’AS
active une protéine kinase de 48 kD (Zhang et al., 1997). Cette protéine est membre de la
cascade des MAPKs chez la plante. De plus, Lebrun-Garcia et ses collaborateurs ont
montré que l’AS était capable d’activer deux protéines kinases qui semblaient être
impliquées dans les voies MAPK chez les plantes. Ce sont les protéines kinases $IPK
(Salicylic acid-lnduced Protein Kinase) et WIPK (Wound-Induced Protein Kinase)
(Lebrun-Garcia et al., 2002). Toutes ces études appuient l’hypoyhèse que l’AS peut
activer les voies des MÀPKs.
Dans cette présente étude, un autre but était de verifier l’effet de la dissociation
récepteur/Jigand sur la signalisation de l’ET-l. Nous avons obtenu des résultats qui
suggèrent que l’AS (10 M — 10 mM) n’inhibe pas l’activation de la voie ERK MAPK
par l’ET-l. Ceci était prévisible puisque l’AS ne produit pas la dissociation du complexe
ET-1/ETR à cette concentration. Toutefois, à une forte concentration d’AS (100 mM),
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l’activation de ERK est plus élévée que celle produite par l’ET-l seule. Il est intéressant
de noter qu’il semble y avoir un lien direct entre la dissociation du complexe
récepteur/ligand et l’activation U’ERK, puisque les deux phénomènes se produisent à la
même concentration de 100 mM d’AS. Nous avons donc voulu vérifier si l’activation de
ERK était dépendante, ou non, de la dissociation du complexe récepteur!ligand. Pour ce
faire, nous avons étudié la liaison de l’ET-l en présence des différents inhibiteurs des
voies MAPK. En effet, ni la présence de PD 98059 (l’inhibiteur de MEK), ni de SB
203580 (l’inhibiteur de p38 MAPK), ne montrent un effet sur le déplacement de liaison
d’ET-l par l’AS. Ceci suggère que la dissociation du complexe ET-1/ETR produite par la
présence d’AS ne nécessite pas la protéine ERK comme médiateur dans la réaction. Il est
à noter que dans la figure 5.A, nous rémarquons l’apparition d’une protéine d’environ 40
kDa suite à l’incubation avec d’AS (100 mM). Cette nouvelle bande n’apparaît pas dans
le cas où les cardiomyocytes sont stimulés avec l’Ef-l ou lorsque la voie p38 MAPKs est
inhibée par le SB 203580. Ceci nous suggère plusieurs questions: 1) Est - ce que cette
protéine est une forme modifiée de la protéine ERK ou 2) Est-ce la phosphorylation
d’une nouvelle protéine avec un motif TEY qui n’est pas une cible en réponse à l’Ef-l.
Ces questions, sont présentement étudiées au laboratoire comme suite à la présente étude.
En conclusion, nos résultats obtenus en utilisant les cardiomyocytes de ventricule
de rat adulte fraîchement isolés, suggèrent que: (1) l’AS, à une concentration de 5 mM
n’affecte pas la liaison d’ET-l; (2) ceci est causé par une incapacité à déplacer la forte
association du complexe ET-1/ETR, et n’est pas causé par l’internalisation ou la
désensibilisation des récepteurs; (3) le déplacement de la liaison ET-1/ETR (nécessite une
concentration d’AS, d’environ 100 mM) des cardiomyocytes et sur des fractions
membranaires; (4) à 100 mM, l’AS mène à l’activation de la voie ERK MAPK; (5)
l’inhibition de la voie ERK l’effet de l’AS sur la stabilité du complexe ET-1/ETR; (6) à










Figure 11 $alicylic acid displayed no receptor subtype-specific effects. Myocytes were
incubated with [1251]ET-1 (40 pM) plus 1 tM BQ7$8 (A, antagonist ofETB) or BQ61O
(B, antagonist of ETA), in Buffer D, in the absence (solid) or presence (open) of 5 mM
SA. Afier 60 mm, non-radioactive ET-1 (0.1 1iM) was added. Data shown are means
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